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Enzymhemmung und Enzymblockierung 
Von 
S. Edlbacher, H. Baur und M. Becker 
Mit 7 Figuren im Text 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1940) 


In zahlreichen Beispielen sind Enzymhemmungen bekannt. 
So wirken Schwermetalle, Blausiiure und viele andere Stoffe als 
mehr oder weniger spezifische ,,[nhibitoren“. In den meisten 
Fallen wirken diese Stoffe schon in minimalen Konzentrationen, 
und man erklart ihre Wirkung in der Art, daB sie mit einem 
Teile des Enzyms — sei es nun das Argon oder das Pheron — 
eine Bindung eingehen und dadurch das Enzym auBer Aktion 
setzen. Entsprechend den minimalen absoluten Kuzymmengen, 
um die es sich handelt, bedarf es daher auch nur sehr geringer 
Inhibitormengen, um ein vollkommenes Sistieren der Enzym- 
reaktion zu erzielen. 

Fiir das Zustandekommen einer solchen Hemmung ist es 
notwendig, daB die Affinitét des Inhibitors zum Enzym gréBer 
ist als die des letzteren zum Substrat. Diese Verhiltnisse stellen 
den einen Extremfall dar. 

Bei einem sogenannten ,,Konkurrenzversuch* kénnen zwei 
oder mehrere Substrate um das Enzym konkurrieren. In vielen 
Fallen liegen bei derartigen Reaktionen die Verhiltnisse so, daB 
verschiedene Substrate in die Reaktion eingehen kénnen, dab 
aber die Umsitze dementsprechend vermindert sind. 

In der Folge berichten wir nun iiber eine Art der Enzym- 
hemmung, die das andere Extrem der oben genannten spezifischen 
Inhibitorenwirkung darstellt. Variiert man an verschiedenen Sub- 
straten den Aufbau ihrer Molekiile, so kann man erreichen, 
daB nur die erste Phase der enzymatischen Reaktion, namlich 
die Bindung: —Substrat-Enzym— eintritt, da aber die zweite 
Phase der Reaktion, die Spaltung des Substrats nicht melr ein- 
treten kann. Es wird durch ein solches variiertes Substrat 
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demnach das Enzym ganz oder teilweise aufer Aktion gesetzt, 
es wird ,blockiert“. Um eine solche Blockierung eines Enzyms 
zu erreichen, ist es natiirlich notwendig, daB das variierte Su)- 
strat, das ja eine geringere Affinitit zum Enzym hat als das 
natiirliche Substrat, in den meisten Fallen in wesentlich héherey 
Konzentration zugegen ist. Setzt man also zu einer Enzym.- 
lésung wenig natiirliches und viel variiertes Substrat gleichzeitig 
zu, so wird man in vielen Fallen eine Hemmung der Spaltung 
des natiirlichen Substrats beobachten kénnen, die mit der Er- 
héhung der Konzentration des variierten Substrats immer mehr 
ansteigt. 

Diese hier im Prinzip beschriebene Blockierung haben wir 
am Beispiele der Histidase der Siugerleber, die bekanntlich 
das Histidin unter Ammoniakbildung hydrolytisch zerlegt, aus- 
fiihrlich untersucht. 


Die Leberhistidase ist streng spezifisch. Nur das natiirliche 
l-Histidin wird von ihr unter Ammoniakbildung zerlegt. 

Wir finden nun, dab die gleichzeitige Gegenwart hoherer 
d-Histidinmengen die Spaltung der natiirlichen Aminosiure bis 
zu 90°/, hemmen kann. 


In friiheren Mitteilungen konnten wir zeigen, daf unnatiir- 
liches (d)-Arginin durch Leberarginase dann zerlegt werden kann, 
wenn die Enzymkonzentration auf das etwa 50 fache erhéht wird. 
In diesem Falle ist die Affinitaét der d-Arginin-Arginase grof 
genug, daB Bindung und Spaltung eintreten kann [Edlbacher 
und Zeller?)]. 


In dem oben genannten Versuche mit der Histidase kommt 
es aber nur zur Bindung des unnatiirlichen Antipoden, und 
demnach ist das ganze Enzym blockiert. Es kann demnach 
auch keine Spaltung von gleichzeitig vorhandenem natiirlichem 
1-Histidin eintreten. 


In ganz ahnlicher Weise wie die Konfigurationsinderung am 
a-C-Atom wirkt nun jede andere von uns untersuchte Variation 
der Seitenkette des Histidinmolekiils. Es wurden von uns die 
folgenden Imidazole untersucht: Histamin, Imidazol, l- und d-Imid- 
azolmilchsiure, Imidazolessigsiure. 


Ehe wir auf die Ergebnisse eingehen, sei die Art der Durch- 
fihrung an einem Beispiele genau beschrieben: 


1) Diese Z. 242, 253 (1936). 
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setzt, 1. Enzymlésung. Frische Rattenleber wird im Mérser mit 
IZYMs Quarzsand und dem 4fachen Gewicht Phosphatpuffer p,, = 8 
Sub- einige Minuten verrieben, coliert und zentrifugiert. 

s das 2. l-Histidinchlorhydrat wird in wenig Wasser gelist, 
1erer senau neutralisiert und mit Phosphatpufier p, =8 bis zur m/10- 
1Zym- Konzentration aufgefiillt. 

zeitic & In gleicher Weise werden die Lisungen der verschiedenen 
tung [| Hemmungsstoffe bereitet. 

r Er. Ansatz. 8 ccm m/10-Histidinlésung + 0,5—12,0 ccm 
mehr | Hemmungskérperlisung + 4 ccm Enzymlisung. Mit Phosphat- 


pufier p, = 8 immer auf 25 ccm aufgefiillt + 1 cem Toluol. 
16—18 Stunden im Wasserthermostat bei 38° exponiert. Dann 


























nwir § 
ntlich [| Alkalisierung mit 2 com 30°/,iger NaOH und Ammoniakbestim- 
aus. | wung durch Destillation und Titration nach Folin. Die in dem 
| folgenden Versuch angegebenen Werte bedeuten ccm n/50-NH,. 
1: Wir erinnern daran, daB wir in zahlreichen friiheren Mit- 
rliche FF . . aa 
teilungen darauf hingewiesen haben’), daB bei der Histidase- 
h spaltung zwei Ammoniakwerte unterschieden werden miissen. 
ses Beim starken Alkalisieren der Zersetzungsfliissigkeit mit Lauge 
ai entsteht doppelt so viel Ammoniak als bei der Alkalisierung mit 
| Soda bis zu p, =9—10. Es wird durch die Lauge das inter- 
lati- FF wediir entstehende amidartig gebundene zweite N-Atom des 
kann, _ geiffneten Imidazolringes ebenfalls als Ammoniak in Freiheit 
wird, sesetzt. Da dieser ,,Laugen-Folin“ genauere Werte gibt, wurde 
grob diese Technik bei allen folgenden Bestimmungen angewandt, in- 
cher — sofern keine anderen Angaben gemacht sind: 
ommt & Alle Proben mit Phosphat auf 25 eem gebracht 
, und a eee ee 
cem ecm Spaltwerte in cem n/50-NH, 
nnach Fe ccm aan acca cae echelons sped deat ite 
ie ae |-Histi-| Hemmungs-| 30 yes | 
chem Enzym} gy kérper 28°" | Histamin | d-Histidin | Imidazol 
, wert | 
ig am { 3 — 21,65 --- — | --- 
rat] t 3 0,5 — 20,75 | 1930 | 17,30 
lation , 4 
ai 3 3,0 — 15,20 | 13,90 | 9,20 
oo 3 6,0 ~- 990 | 9,80 6,60 
Imid- 3 12,0 ~~ 290 | 330 | 2,35 
urch- §& In der folgenden Fig. 1 sind diese Zahlen graphisch dar- 


gestellt. Der erste starke Stab stellt jedesmal den Spaltungswert 


) Diese Z. 224, 261 (1934); 259, 171 (1939). 
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des natiirlichen 1-Histidins ohne andere Zusitze dar. Die iiber den 
SpaltungsgréBen stehenden Zahlen sind die genauen Titrations. 
werte, die wir aus dem Grunde anfiihren miissen, da die Figuren 
zu klein sind, um Zehntelkubikzentimeter exakt wiederzugeben, 
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Fig. 1 





Betrachtet man den Einflu{ von Histamin, d-Histidin und 
Imidazol, so ergibt sich also, daB schon die Gegenwart der 
gleichen Menge dieser Stoffe, als sie dem zugesetzten 1-Histidin 
entspricht, die Spaltung des letzteren um die folgenden Prozente 
hemmt: Histamin etwa 28°/,, d-Histidin 36°/,, Imidazol iiber 
50°/,. Bei Zugabe der 4fachen Menge der 3 Hemmungskérper 
erhalt man in allen 3 Fallen Hemmungen zwischen 80 und 90°/,. 
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'd 
Die Blockierung des Enzyms steigt also mit steigender Menge F 4 
der Hemmungskorper stindig und diirfte bei 12 ccm ihr Maximum — © 
erreicht haben. fp A 


In Fig. 2 ist der Einflu8 von l- und d-Imidazolmilchsiure F ° 
und Imidazolessigsiure dargestellt; auch hier werden bei Zugabe — 
der 4fachen Menge Hemmungskirper 35—50°/, der Histidase 
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blockiert. Wir fihren den geringeren Effekt auf den EinfluB der 
sauren Seitenketten der beiden genannten Stoffe zuriick. In diesem 
Zusammenhange sei besonders auf den weiter unten beschriebenen 
Versuch (Fig. 5) verwiesen, in dem gezeigt wird, daB Kreatin fast 
ohne KinfluB ist, wihrend Kreatinin, das ja auch den Imidazol- 
ring enthalt, einen ganz eindeutigen hemmenden HinfluB hat. 
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In den Fig. 3,4,5 kommt der EinfluB verschiedener Guanidine 
auf die Histidase zur Darstellung. Vergleicht man die Wirkung 
der dem 1-Histidin gegeniiber 4fachen Konzentration (12 ccm) 
dieser Stoffe mit der Wirkung der Imidazole, so geben die starken 
Basen Guanidin, Methyl- und Dimethylguanidin Blockierungen von 
etwa 45°/,, wihrend Octopin zu 38°/,, Arcain zu 55°/, hemmen. 
Argininsiure und Agmatin sind praktisch ohne Einflub, sogar in 
dfacher Konzentration. Das gleiche gilt fir Kreatin und Guanidin- 
essigsiure, wihrend wir, wie oben erwaihnt, den deutlichen KinfluB 
des Kreatinins auf den ImidazolringschluB zuriickfihren. 
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Bei den untersuchten 4 Diaminen sehen wir deutlich dey 
Kinflu8 der Linge der Kohlenstoffkette in Erscheinung treten, ) 
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Athylendiamin wirkt sehr stark, Athylentriamin etwas schwiicher. 
Cadaverin und Putrescin wirken im Gegensatz dazu sehr schwach. 
Wir verwiesen in dieser Hinsicht auf die Arbeit dieses Instituts 
von A. Zeller), der ganz ihnliche Beobachtungen mit den ge- 


') Helvet. chim. Acta 21, 880 (1938); 22, 837 (1939). 
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h den nannten Diaminen an der Diaminoxydase gemacht hat. Ahnlich 
treten wie das Athylendiamin wirken das Lysin und Ornithin. 







































Betrachtet man die hier mitgeteilten Tatsachen, so geht wohl 
] | eindeutig hervor, daB alle untersuchten Imidazole die Histidase 
| blockieren. Bei den iibrigen Fallen ist es der mehr oder weniger 
stark basische Charakter, der den Effekt verursacht, wie das Bei- 
spiel Guanidin, Guanidinessigsiure und Kreatin deutlich zeigt, 
Vergleicht man andererseits Argininsiure und Agmatin, so sieht 
man, daB diese beiden ohne KinfluB sind. 

Wir miissen in diesem Zusammenhang an die von uns friiher 


/J eS. mitgeteilten Konkurrenzversuche!) mit Arginin und Histidin er- 
om. | jinnern. Bei diesen Versuchen ergab sich bei gleichzeitiger Gegen- 
“io wart gleicher molarer Mengen von Arginin und Histidin eine 


villige Unabhingigkeit der Arginase- bzw. Histidasereaktion. Die 

geringe Affinitét der Histidase zu Guanidinen, die eine Seiten- 

. kette von mindestens 2 C-Atomen enthalten, geht aus den oben 

] | mitgeteilten Fallen der Argininsiure, des Agmatins, Kreatins und 
der Guanidinessigséure deutlich hervor. 

Als das wichtigste Ergebnis dieser Versuchsreihe betrachten 

wir die Tatsache, daB die Spaltung einer natiirlichen l-Amino- 


_ | siure durch die gleichzeitige Gegenwart ihres unnatiirlichen Anti- 
. poden fast ganz aufgehoben werden kann. Wie weit dies auch 
ho _ fir andere Aminosiuren auBer dem Histidin gilt, wird noch zu 


untersuchen sein. Im Hinblick auf die gegenwirtige lebhafte 
Diskussion tiber das Auftreten unnatiirlicher Aminosiureantipoden 





<7] | bei malignen Vorgingen, werden wir ebenfalls dieser von uns 
‘a . . ° ° ° ee 
Clad hier beschriebenen Blockierungsreaktion eine erhéhte Aufmerk- 


samkeit zuwenden miissen. 

In Fortsetzung unserer Untersuchungen iiber den enzymati- 
schen Histidinabbau durch die Leberhistidase kénnen wir nun 
im Anschlu8 an die oben beschriebenen Blockierungsphinomene 


Yges. § iiber eine eigentiimliche Hemmungsreaktion berichten, die 
“iM schon bei geringer Konzentration des Hemmungskorpers- sehr 
deutlich in Erscheinung tritt: Wird Rattenleberextrakt mit ge- 
ringen Mengen von brenztraubensaurem Natrium versetzt, so tritt 
ila, eine sehr starke Hemmung der Histidinspaltung ein. Kennzeich- 
nend fiir diese Hemmung ist, daB nicht etwa eine Umaminierung 
yach. | ide ; 
“ats des aus dem Histidin freigemachten Ammoniaks auf die Brenz- 
i traubensiure stattfindet, denn der Abfall der Ammoniakbildung 


) Diese Z. 259, 171 (1939). 
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ist etwa 16 mal gréBer als es der Menge der zugegebenen Brenz. 
traubensiure entsprechen wiirde. Es handelt sich also wahrschein. g 
lich um eine direkte Wirkung der Brenztraubensiure auf das § 
Enzym. Andere Ketonsauren wie Oxalessigsiure, Ketoglutarsiiure 
verhalten sich, so weit unsere Versuche diesbeziiglich reichen, 
ganz gleich wie Brenztraubensiure. , 8 

Kin weiteres Charakteristikum dieser Hemmungsreaktion liegt J “ 
darin, daB nur ganz frisch bereiteter Rattenleberextrakt dieses 
Verhalten aufweist. Exponiert man solchen Extrakt bei p, =8 — ° 




























einige Stunden bei 38°, so sinkt seine Histidasewirksamkeit stark — 4 
ab. Eine Eigentiimlichkeit, auf die wir schon in friheren Mit- § 
teilungen (a.a. QO.) hingewiesen haben. In solchem gealtertem g 
Leberextrakt liBt sich nun die Brenztraubensiurehemmung kaum 
mehr nachweisen, einerlei, ob die Inkubationszeit ohne oder bei v 
Gegenwart von Brenztraubensiiure stattgefunden hatte. Fiir das — e 
Zustandekommen der Hemmung ist es auch gleichgiiltig, ob man v 


in Sauerstoff- oder Stickstoffatmosphire arbeitet. Wir médchten 
auch besonders hervorheben, daf der oben erwihnte kennzeich- 
nende Unterschied zwischen den erhaltenen Ammoniakmengen 
bei der Bestimmung mit Soda oder Lauge keine Verschiebung 
erfiihrt. Es wird also demnach nicht anzunehmen sein, daB die 
Reaktion einen qualitativ anderen Verlauf nimmt. 


Beschreibung eines Versuches 


Ne ee ee ee 


Die Lebern von 3 Ratten werden mit Quarzsand und der 4 fachen 
Menge Phosphatpuffer py = 8,0 verrieben und die Suspension zentrifugiert. 


Leber + Histidin, wie oben angegeben a él 




















Zusatz von brenz- en Bi 
traubensaurem Natrium pegs | 
gebildetes NH, et 
eem 
ere a — e 
1 — 26,5 u 
2 — 26,2 r 
3 0,1 17,85 " 
4 0,2 15,25 
5 0,4 13,30 d 
6 0,8 12,50 : 
7 2,0 11,50 | a 
8 4,0 11,75 ty 
i) 6,0 11,35 
n 
Bl 


Ansiitze. 4eem Extrakt + 3 ccm m/10 Histidinchlorhydrat (neutra- §& 
lisiert und mit Phosphat aufgefiillt). Steigende Mengen von m/10-brenz- §& H 
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traubensaurem Natrium. Jede Probe mit Phosphat py = 8 auf 20 cem auf- 
cefiillt mit Toluol (0,5 ecm), 21 Stunden bei 38° im Wasserthermostat 
exponiert. Danach mit 2 cem 30°/,iger NaOH alkalisiert und das NH, in 
»/50-H,SO, zuriicktitriert. 


0,1 com Natriumpyruvinat hemmt demnach schon um etwa 
8 com n/50-NH,, das entspricht 1,6 ccm n/10-NH,, das entspricht 
also der 16 fachen Menge des zugesetzten Hemmungskérpers. Die 
Menge des Hemmungskérpers und die des Ammoniakdefizits 
stehen also in keinem stéchiometrischen Verhiltnis, woraus folgt, 
dai eine Umaminierungsreaktion nicht in Frage kommen kann. 


Gleichzeitig mit dem obigen Versuche wird der folgende an- 
gesetzt: 

Der gleiche Leberextrakt wird mit und ohne Natriumpyru- 
vinat 6 Stunden bei 38° gehalten, nach dieser Inkubationszeit 
erfolgt der Zusatz von Histidin und eine weitere Spaltungsperiode 
von 21 Stunden. 











n/50-NH,- 











6" bei 38° Nach 6" Zusatz von: Bindung 

nach 21° 
eem cem eem 
{ Leber + 2 brenztraubens. Na. | 3 Histidin. Bo alice tte 10,20 
4Leber . ......... . | 3Histidin + 2 brenztr. Na 8,20 
SS ee eee ll 10,05 
{ Leber + 4 brenztraubens. Na. | 3Histidin. ....... 8,45 
{Leber . ...... .. - . | 3 Histidin + 4 brenztr. Na 7,40 


Vergleicht man die Werte mit den oben genannten, so ist 
ersichtlich, daB die Exposition bei 38° die Histidasewerte von 
26,5 auf 10,20 absenkt. Das Enzym ist also stark geschidigt. 
Die in der ersten Reihe zutage tretende Hemmung durch Brenz- 
traubensiure laBt sich nach der Expositionszeit nicht mehr 


erhalten. Wir haben selbstverstiindlich alle diese Versuche 
- unter den verschiedensten Variationen sehr oft wiederholt und 
_ sind immer wieder zum gleichen Resultat gelangt. 


Wahrend die an erster Stelle beschriebenen Blockierungen 


| der Histidase durch gréBere Mengen der Hemmungskérper nicht 
'auf die Rattenleber beschriinkt sind, konnten wir die Brenz- 
_ traubensiurehemmung in eindeutiger ausgeprigter Weise bisher 
'nhur bei der Ratte finden. Es kamen in dieser Hinsicht zur 
_ Untersuchung: Kalb, Schwein, Katze, Kaninchen, Meerschweinchen, 
' Huhn und Taube. 
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Bei Gegenwart eines Uberschusses von Brenztraubensiiure 
labt sich das Enzym aus Rattenleber meistens bis zu 50—60°, 
hemmen, wihrend bei den oben genannten Tierarten die Hen. 
mung gerade wahrnehmbar ist und nur einige Prozente betrigt, 
Da derartige kleine Werte schon hart an der Fehlergrenze der 
Methode liegen, verzichten wir auf ihre Wiedergabe. 


Von den iibrigen zahlreichen Aktivierungs- und Hemmungs. 
versuchen, die ausgefiihrt wurden, erwihnen wir hier nur die mit 
Natriumfluorid und Monojodessigsiure. Ersteres hat auch iy 
relativ hohen Konzentrationen auf das Enzym keinen Kinfluf, 
wihrend die letztere eine deutliche Hemmung ausiibt. Es wiire 
verfriiht, tiber den Mechanismus der Brenztraubensiurehemmung 
der Rattenhistidase eine Erklirungsméglichkeit abzugeben. Sie 
bildet eine Beobachtung, die an gereinigtem Enzym genauer unter- 
sucht werden mu. Wir sind mit diesem Problem beschiftigt. 


Bei einer friiheren Mitteilung hatte der eine von uns (E. 
gemeinsam mit P. Jucker und H. Baur’) mitgeteilt, daB es ge- 
lingt die Kontraktionswirkung des Histamins am Meerschweinclien- 
darm zu verhindern, wenn ein Uberschu8 von Arginin, Histidin 
oder Cystein zur Tyrodelésung zugegeben wird. D. Ackermann 
und W. Wasmuth?’) haben diese Reaktion ausfiihrlich studiert 
und konnten unter anderem auch zeigen, daB man durch vor- 
herige intravenédse Gabe von Arginin (0,5 g pro kg Tier beim 
Hunde) die Blutdrucksenkung durch Histamin verhindern kann, 
wihrend dies mit Histidin nicht méglich war. In dhnlicher Rich- 
tung verhalten sich auch die Versuche von EK. Rothlin, der zeigen 
konnte, daB die Hemmungsreaktion mit Arginin sich nicht auf 
Acetylcholin erstreckt. An einer groBen Zahl von Stoffen haben 
die Wirzburger Autoren diese Hemmungsreaktion untersucht. 
Wir glauben, daB dieser von uns und den genannten Autorei 
gemachten Beobachtung eine iihnliche Deutung zu geben ist, wie 
wir sie fiir die Histidasereaktion annehmen. Es diirfte sich auch 
in diesem Fall um die Blockierung eines in der Muskulatur vor- 
handenen unbekannten Enzymsystems handeln, nur sind die 
Vorgiinge der Muskelkontraktion durch Histamin so komplexer 
Natur und daher so uniibersichtlich, daB die geaiuBerte Ansicht 
beziiglich der Histaminreaktion zunichst nur _hypothetischer 
Natur ist. 


') Diese Z. 247, 63 (1937). 
*) Diese Z. 269, 28 (1939). 
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Enzymhemmung und Enzymblockierung 


Zusammenfassung 


1. Die in den Leberextrakten auftretende hydrolytische 
|-Histidinspaltung liBt sich durch Zugabe von unnatiirlichem 
d-Histidin sowie durch andere Imidazole fast bis zum Nullwert 
hemmen. 

2. Es wird angenommen, daB durch diese Stoffe mit geringer 
Affinitiit eine Blockierung der Histidase eintritt, also eine Bin- 
dung des Enzyms, die aber nicht zur Spaltung firt. 


3, Rattenleberhistidase wird durch Brenztraubensiure stark 


gehemmnt. 











Der Enzymhaushalt der Ratte bei Aneurin-Avitaminose 
Von 


S. Edlbacher und M. Becker 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Basel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juni 1940) 


In der vorangehenden Abhandlung') wurde eine Hemmungs. 
reaktion des in der Leber auftretenden Enzyms, der Histidase 
durch Brenztraubenséiure beschrieben, die fiir die Ratte charak- 
teristisch ist. Andererseits ist durch zahlreiche Autoren die be- 
kannte Beziehung von Aneurin und Brenztraubensiiure festgestellt 
worden. In Fortsetzung der oben genannten Untersuchung wurde 
nun einerseits versucht, die Hemmungsreaktion am lebenden Tiere 
zu reproduzieren, und andererseits lag es nahe, die Histidase beim 
B, -avitaminotischen Tier zu untersuchen. Es wurde daher u- 
nichst versucht, durch Injektion von Brenztraubensiure auch in 
vivo eine Beeinflussung der Histidasewerte der Leber zu erzielen, 
Alle diesbeziiglichen zahlreichen Versuche sind aber negativ ver- 
laufen, so da wir auf deren Wiedergabe verzichten kinnen. Wir 
gingen in der Folge dazu iiber, bei B,-Avitaminose die Wirksan- 
keit der Leberhistidase zu untersuchen. Es wire zu erwarten 
gewesen, daB bei dem mangelnden Abbau der Brenztraubensiiure 
unter diesen Verhiltnissen die Histidasewerte gesenkt sein wiirden. 
Wie wir aber in der Folge ausfiihrlich zeigen werden, ist gerade 
das Gegenteil der Fall. Alle B,-avitaminotischen Tiere 
zeigen eine machtige Erhéhung der Histidasewerte in 
der Leber. Dieses iiberraschende Ergebnis lieB uns dann noch 
ein zweites, typisches Leberenzym in gleicher Weise untersuclien. 
nimlich die Arginase. Auch bei diesem Enzym konnten wir eine 
deutliche Steigerung der Arginasewerte im Zustande der 
B,-Avitaminose beobachten, wenn auch die Erhéhung bei weitem 
nicht so sinnfallig ist wie bei der Histidase. Ohne zunichst aui 
irgendeine Erklarungsméglichkeit einzugehen, ist damit eindeutig 


') Diese Z. 265, 61 (1940). 
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erwiesen, daB das Fehlen des B,-Vitamins sich in einer Strung 
des Aminosdurestoffwechsels der Leber auswirkt. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, wurden alle Tiere im 
Zustande schwerer Beri-Beri untersucht. Mittels der Bradycardie- 
methode wurden Minuten-Pulszahlen von 280—360 bei den ein- 
zelnen Tieren gemessen. Zwei der untersuchten Tiere hatten 
Krimpfe und konnten daher nicht elektrocardiographiert werden. 
Die Methode zur Erzeugung von Rattenberi-beri ist so bekannt, 
daB wir von einer Beschreibung absehen kénnen. Die Lebern 
der durch Nackenschlag getéteten Tiere wurden in der iiblichen 
Weise auf Arginase und Histidase untersucht. [Beschreibung 


dieser Methode in der vorangehenden Mitteilung und Diese Z. 
| 959, 171 (1939)]. 


Ks ist in Tab. I das Ergebnis der Untersuchung von 13 Beri- 


| Beri-Tieren und 11 gleichaltrigen Normaltieren gegeniibergestellt. 


Bei allen Versuchen wurde die Histidasespaltung auf 17 Stunden, 
die Arginasespaltung auf 2 Stunden begrenzt. Alle Titrations- 


werte beziehen sich beziiglich der Histidase auf 1 g Lebergewebe 
bei Arginase auf 0,01 g. Es sind demnach alle Werte direkt 


vergleichbar. 



































Tabelle I 
Histidase 
Beri-Beri-Tiere ‘Normale Tiere gleic hen Sabies 
Py £ en ————__—__ —_ 
i Tier- | Leber- lg Leber} Tier- Leber- lg Leber 
pro Min, gewicht | gewicht | Spaltung | gewicht | gewicht Spaltung 
g | g n/50-NH, g | g n/50-NH, 
320 62 25 | 141 72 25 | 48 
340 79 2,9 21,0 79 4,7 4,0 
300 87 3,0 14,2 94 4,0 5,4 
340 80 3,2 14,2 75 2,8 8,7 
Kriimpfe 72 2,1 14,5 72 2,7 9,3 
- 67 2,5 14,1 69 3,2 4,1 
32 80 2,8 13,9 15 | 4,7 9,8 
380 78 3,1 16,1 114 | #52 | ~ 6,4 
280 105 3; 6 16,2 102 ‘a> hUjlCU 
260 77 2,3 16,2 133 4,6 6,8 
360 93 3,4 15,2 126 | 50 | 5,0 
360 100 | 2,8 12,9 : | 
340 67 | (21 13,7 | | 











Waihrend bei den normal ernihrten Tieren die Histidasewerte 


zwischen 9,8 (ccm n/50-NH,) bis 4,0 liegen, zeigen alle Beri-Beri-Tiere 
| Werte zwischen 12,9—21,0 (ccm n/50-NH,). Der Durchschnittswert 
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der Beri-Beri-Tiere betrigt 15,0, der der Normaltiere 6,63, 
Diese absoluten Werte zeigen also einen bedeutenden Unterschied, 
Andererseits mu8 hier das Lebergewicht in den Kreis der Re. 
trachtung gezogen werden. Die Normaltiere haben ein durch. 
schnittliches Lebergewicht von 4,0 g, die Beri-Beri-Tiere haben 
alle kleinere Lebern, im Durchschnitt von 2,8 g. Berechnet man 
nun den Histidasewert der gesamten Lebern, so ergibt sich: 


1. fiir Beri-Beri-Tiere. . . . . . 2,8-15 = 42,0 
2. fiir Normal-Tiere . .... . 4,0- 6,6 = 26,4. 


Tabelle II 


Arginase 




















¥ Beri-Beri-Tiere Normale Tiere gleichen Alters 
uls “Sai ; a” hea =o =x oaeeee ae 
; Tier- | Leber- |*/,.,g Leber] Tier- Leber- | "400 & Leber 
pro Min. gewicht | gewicht | Spaltung | gewicht | gewicht | Spaltung 
gs g | n/50-NH, g g n/50-NU, 
340 80 3,2 | 8,0 75 2,8 | 6,0 
Krimpfe 72 2,1 2,1 72 2,7 | 4,9 
- 67 2,5 9,3 69 3,2 5,5 
320 80 2,8 11,8 115 47 | 4,9 
380 78 3,1 7,5 114 5,2 | 5,9 
280 105 3,6 9,3 102 | 4,0 | 5,8 
260 77 2,3 17,] 133 | 64,6 | 8,8 
360 93 3,4 16,2 126 50 | 749 
360 100 2,8 12,9 | 
340 67 2,1 13,7 

















Wie schon oben erwihnt wurde, kam wegen der hohen Ar- 
ginaseaktivitit immer nur Enzymlésung entsprechend 0,01 g Leber 
fiir 2 Stunden zur Spaltung. 

Die Arginasewerte der normal ernihrten Tiere liegen zwi- 
schen 4,9 und 8,8, die der Beri-Beri-Tiere zwischen 2,1 und 17,1 
(ccm n/50-NH, aus gebildetem Harnstoff), Daraus ergeben sich 
die Durchschnittswerte von 11,8 fiir die Beri-Beri-Tiere und 6,2 
fiir die Normaltiere. Die Durchschnittsgewichte der Beri-Ber'- 
Lebern betragen 2,79 g, die der Normaltiere 4,0 g. Berechnet 
man nun wieder den Arginasewert fiir die gesamte Leber, so 
ergibt sich: 

1. fiir Beri-Beri-Tiere . . . . . 2,79-11,8 = 330 
2. fiir Normal-Tiere ..... . 4,0 - 6,2 = 248. 


Ks ist fraglich, ob man die absoluten Werte oder die Werte, 
die die gesamte Leberspaltung ausdriicken, als Ma®B fiir die Grébe 
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der Stoffwechselanomalie annehmen soll. In beiden Fallen sind 
die Unterschiede bedeutend. 

Es wurde nun versucht durch Zufiitterung von reinem Aneurin 
einerseits und von Hefe andererseits den Stoffwechsel wieder zu 
normalisieren, Fiittert man Tieren mit einer Pulszahl von 300 
einmal 2 mg Aneurin oder geniigend Hefe zu und libt sie aber 
im tibrigen auf ihrer Grundkost, so beobachtet man bekanntlich 
in kiirzester Zeit Steigen des Pulses, Sistieren der Kriimpfe usw. 
Wir haben nun Tiere nach 3, 6, 8 und 10 Tagen wihrend der 
Zutiitterung untersucht. Wihrend solche Tiere iuBerlich schon 
einen vollig gesunden Eindruck erwecken, zeigt die folgende 
Tab. I, daB noch nach 8tagiger taglicher Zufuhr von 2 mg 
Aneurin die Histidasewerte weit iiber der Norm lagen. Gleich 
hohe Werte ergaben auch die Tiere, die mit tiiglichen Dosen von 
3g Hefe durch 6 Tage hindurch gefiittert wurden. 


Tabelle III 


Heilungsversuch von Beri-Beri-Ratten 








Mit Aneurin behandelt Mit Hefe behandelt 
© & =. © i 
aN | wa @ | = « ap &0} mM agli a® 
aa . | 2 ee we | ee ee S =| — Ce w | aoe 
oD eS wl Sie © | Soe e CIS Sw OFSIOF & 
TP sessi2te™| SAcliSA gim ee PAS HSA g 
[ave |S 2 Fl 0% as i hie ck. eee 4 .. one T'ace | | Gk t : ner ae . oe 
Beal VER Se] wS Sl OT SSO ESSE | wo b& 
toad = (eI 2)” | Ox | ClO cle & | wl | ook 
a ~~ Gm | sas eo | «fami sa 
tH -; = = 
en san = — ———— or —— =—— — — — he — — 
' ‘ | ' aye | a 
3 2 49 | 16,1 | 11,3 3 3 5,5 9,9 5,9 
2 oo | IY | F3) 3 5 5,0 10,1 9,7 
0 2 4,8 12,9 | 6,8 6 3 6,6 13,5 8,8 
6} 2 | 46 | 1448 | 67 | 6 | 3 | 60 | 99 | 105 
6) 2 50 | 10,7 | 5,2 6 3 5,6 | 13,5 9 1 
5 2 | 43 | 11,7 | 81 6 Ss | 8 12,4 5,3 
rs | . ) ~ 
1() 2 | 64 | 80 |] 56 | | 








Aus diesen Versuchen ist also deutlich zu entnehmen, dab 
ie im Zustand der B,-Avitaminose beobachtete Erhéhung der 


_Enzymwerte bei Zufuhr von Aneurin langsam wieder zur Norm 
 absinkt. Nach den Untersuchungen von Lohmann und anderen 


ist der Co-Fermentcharakter des Aneurins fiir den Kohlenhydrat- 


stoffwechsel erkannt worden. Wir kénnen durch die mitgeteilten 


Versuche zeigen, daB auch der Stoffwechsel der Aminosiuren 


durch dieses Vitamin beeinfluBt wird. Ob dies direkt geschieht, 
oder ob eine primire Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels dies 


bewirkt, ist heute noch nicht zu sagen. 
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In friiheren Mitteilungen’) haben wir berichtet, daB sowohl 
Arginase als Histidase abdialysierbare Co-Fermente enthalten. ij 
die Arginase*) nehmen wir das Mangan als Wirkungsgruppe an, 
In zahlreichen noch nicht mitgeteilten Versuchen wurde fest. 
gestellt, daB eine direkte Beeinflussung der beiden Enzyme durch 
B,-Vitamin in keinem Falle méglich ist, und daB es auch nicht 
gelingt, die vom Co-Ferment getrennten Trigerproteine durch 
irgendein bekanntes Vitamin zu reaktivieren. Die Deutung der 
hier mitgeteilten Phinomene muB demnach den Gegenstand 
weiterer Untersuchungen bilden, mit denen wir beschiftigt sind. 


Zusammenfassung 


1. Bei B,-Avitaminose zeigen Ratten eine eminente Erhiéhung 
der Aktivitiit der Histidase und auch der Arginase in der Leber, 

2. Nach taglicher Zufiitterung von Aneurin oder Hefe gehen 
die Enzymwerte nach etwa einer Woche allmihlich auf die Norm 
zuriick. 

3. Demnach besteht zwischen dem Stoffwechsel von Histidin 
und Arginin und B,-Vitamin eine enge Beziehung, die noch 
untersucht werden soll. 

1) Diese Z. 245, 65 (1936) u. 224, 261 (1934). 
2) Diese Z. 250, 241 (1937) 259, 171 (1939). 
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Synthese der «-Keto-f-oxybuttersdure 


Von 


E. Hoff-Jergensen 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Aarhus, Dinemark) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Juni 1940) 


In Fortsetzung der Untersuchungen iiber den Abbau der 


_ Ketonkérper?) ist die enzymatische Dehydrierung der vier stereo- 
| isomeren 1,2-Dioxybutterséuren untersucht worden. Diese Ver- 
'suche stieBen inzwischen auf die Schwierigkeit, daB das am 
_meisten wahrscheinliche erste Dehydrierungsprodukt, die «-Keto- 
_ B-oxybuttersaiure, bisher nicht in der Literatur beschrieben worden 
| ist. Deswegen und auch wegen der Konstitution der Siure hitte 
'man erwarten kénnen, daB die Herstellung schwierig oder gar 
'nicht méglich sein wiirde. Es ist aber gelungen eine Synthese 
auf die unten beschriebene Weise durchzufihren. 


|. 2P + 3Br, —> 2PBr, 
2. PBr, + 3CH,CH,COOH —-> 3CH,CH,COBr + H,PO, 
. 2KCN + 2CuSO, + Na,SO, + H,O —> 2CuCN + Na,SO, 
+ K,SO, + H,SO, 
. CuCN + CH,CH,COBr —»> CH,CH,COCN + CuBr 
5. CH,CH,COCN + Br, > CH,CHBrCOCN + HBr 
(6. 2CH,CHBrCOCN + (CH,COO),Pb + 2H,0 —-> 2CH,CHOHCOCN 
+ 2CH,COOH + PbBr, 
7. CH,CHOHCOCN + H,0 —> CH,CHOHCOCONH, 
s. CH,CHOHCOCONH, + H,0 + HCl —> CH,CHOHCOCOOH + NH,C! 


Wie iiblich stellt man Propionylbromid und Cuprocyanid her. 


| 2 Mol Cuprocyanid wird mit 1,5 Mol Propionylbromid iibergossen 
'und das Gemisch 1 Stunde lang auf dem Dampfbad erwirmt, 
'wonach das gebildete Propionyleyanid im Vakuum abdestilliert 
/und unter 760 mm Hg-Druck und 112—115° redestilliert wird 
_ (Ausbeute 80 g). 


') E. Hoff-Jergensen, Skand. Arch. Physiol. 80, 176 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 6 
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Das Propionylcyanid wird mit 2 Vol. Eisessig gemischt und 
unter Abkiihlung durch tropfenweise Zugabe der berechnetey 
Menge Brom bromiert. — 


Nach beendeter Bromzugabe wird der gebildete Bromwasser. 
stoff mittels Durchblasen von Luft fortgeschafft, wobei das e-Brom. 
propionyleyanid auskrystallisiert. Es wird aus Alkohol wn. 
krystallisiert und in hiibschen weiBen Krystallblittern erhalten, 
die in Wasser und warmem Alkohol leicht léslich sind (Ausbeute 
120 g, Schmelzp. 111°). Das hellgelbe 2,4-Dinitrophenylhydrazon 
schmilzt bei 198°. 


Bis dahin ging die Synthese verhiltnismiBig glatt, jedoch 
war es schwierig nun weiter zu kommen, da die gewoéhnlich an- 
gewandten Mittel zum Austausch von Brom gegen Hydroxy] nicht 
verwendet werden konnten. Beim Kochen mit starken Basen 
spaltet sich das Cyanid. Bei Behandlung mit Silberoxyd und 
Wasser in der Kialte scheidet sich ein Silberspiegel aus, und 
Silberacetat wird auch zu freiem Silber reduziert. Mit Bleiglitte 
und Bleihydroxyd geht die Reaktion viel zu langsam, jedoch 
gelang die Bromabspaltung glatt mit Bleiacetat auf folgende Weise: 
100 g Brompropionylcyanid wird in 700 com Wasser unter Er- 
wirmen gelést, danach setzt man eine konzentrierte wiBrige Blei- 
acetatlésung zu, die ein wenig mehr als die berechnete Menge 
Bleiacetat enthalt. Die Mischung laBt man 1/, Stunde bei 80" 
stehen. Nach Abkihlung bis 0° krystallisiert die berechnete 
Menge Bleibromid aus und wird abfiltriert. Den UberschuB vou 
Blei entfernt man mittels Schwefelwasserstoff. Das Filtrat wird 
bis zu 1¥/, Volumen im Vakuum eingedampft, wonach es mit 
cleichen T'eilen Wasser verdiinnt und wieder eingedampft wird. 
Auf diese Weise wird es 4—5 mal verdiinnt und eingedampit, 
wonach die Lisung die ganze Nacht auf Eis gestellt wird. Am 
niichsten Morgen hat sich ein feinkrystallinischer weiBer Boden- 
satz ausgeschieden (25 g), welcher fast unldslich in Wasser uni 
Alkohol ist, aber leicht léslich in Basen in der Kilte und durch 
Kochen in Siuren. Nach Reinigung durch Auskochen mit Wasser 
und Alkohol war der Schmelzp. 212°. Der Stoff gibt positive Biuret- 
reaktion und enthalt Stickstoff, aber weder Blei noch Halogen. 
Kr reduziert Fehlingsche Liésung und gibt mit 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin in der Kalte ein gelbes Hydrazon (Schmelzp. 214". 
Das Molekulargewicht (nach Kjeldahl) ist 117. Es muB also 
a-Keto-6-oxybuttersiiureamid sein. 
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Bei dem Versuch, das Amid mit Basen zu hydrolysieren, 
wird die freigemachte Siure augenblicklich decarboxyliert. Das 


Amid wird deswegen mit halbnormaler Salzsiiure 1 Stunde lang 


bei 100° hydrolysiert. Dabei wird keine Kohlensiiure entwickelt. 
Nach Eindampfen zur Trockne im Vakuum wird die Siure in 


| \thylacetat gelést, worauf die berechnete Menge Ammonium- 
chlorid abfiltriert werden kann. Die Kssigesterlésung wird ein- 


gedampft und der Riickstand tiber Schwefelsiure und Kalium- 


' hydroxyd getrocknet, wobei er, ohne zu krystallisieren, erstarrt. 
' In der Luft zerflieBt er sofort. 


130mg der Siiure wurde in Wasser gelést und mit 10,8 ccm 
0,1 n-NaOH titriert. Das hieraus berechnete Molekulargewicht 


| ist 119 (theoretisch 118). Die Saiure reduziert sofort Fehlingsche 
| Lisung und bildet mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-Salzsiiure 
ein gelbes Hydrazon, welches rot wird, bevor man es isolieren 
' kann. Wenn man die Siure vor dem Zusatz von 2,4-Dinitro- 
| phenylhydrazin durch Erwirmen in alkalischer Lisung decarb- 
_ oxyliert, scheidet sich ein rotes Hydrazon aus (Schmelzp. 294°), 
| das unléslich in Wasser, Alkohol, Athylacetat und 2°/, Natrium- 
| carbonatlésung ist. Das Hydrazon ist aber unter Bildung einer 
-intensiven blauvioletten Farbe in alkalischem Kaliumhydroxyd 
| lishch. Alle diese Eigenschaften sind solche, die man von dem 
_ Hydrazon des durch Decarboxylierung und Umlagerung aus «-Keto- 
| j-oxybuttersiiure gebildeten Acetol hiitte erwarten kénnen. 


Die Siure wurde in Wasser gelést und zu p,, = 7 mit Barium- 


_ hydroxydlésung neutralisiert. Nach Zugabe von Alkohol schied 
| sich das Bariumsalz der Siure aus, welches durch Auflésen in 
_ Wasser und Fallung mit Alkohol gereinigt wurde. 


Bariumbestimmung. 210 mg Bariumsalz ergaben 130 mg Barium- 


sufat (theor. 132 mg). — 366 mg Bariumsalz wurden in 15 cem filtrierter. 
 Bariumhydroxydlésung gelést. Nach Erwiirmen schieden sich 376 mg Barium- 
' carbonat aus (theor. 388 mg). 


Zusammenfassung 
Ks ist ein Verfahren beschrieben, nach welchem es gelungen 


' ist, ¢-Keto-9-oxybuttersiure herzustellen. 











Weitere Untersuchungen iiber die Bildung und Bedeutung 
des Vitamin K im Pflanzenorganismus”) 
Von 


Henrik Dam, Johannes Glavind und Niels Nielsen 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat und dem Carlsberg-Laboratorium 
Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juni 1940) 


Untersuchungen iiber das Vorkommen und Schicksal de; 


Vitamin K in der Pflanze sind bisher u. a. von Dam und Glavind§ 


(1938') vorgenommen worden. Das Hauptergebnis dieser Unter. 
suchungen war, daB Vitamin K (K,, Phyllochinon, 2-Methyl. 
3-Phytyl-1,4-Naphtochinon) besonders in griinen Pflanzenteilen, 
vor allem in den Blattern — auch in den Nadeln der Nadelhilzer 
und im Thallus der Tangarten — in reichlicher Menge zu finden 
ist, wihrend Bliiten (Randkrone: von Helianthus) und verschiedene 
Friichte mit Ausnahme von ‘'omaten, arm an diesem Wirkstoff 
sind. Arm sind ferner die Getreidesorten und besonders Stengel — 
Knollen wie Kartoffeln und Wurzeln wie Runkelriiben und Méhren. 
In griinen Kastanienblattern wurden ungefaihr 800 Dam-Glavind- 
Kinheiten**) pro Gramm Trockensubstanz gefunden. Wahrend des 
Welkens nahm der Vitamin K-Gehalt der Kastanienblitter nicht 
ab: im gelben wie jedenfalls auch im Anfang des braunen Stadiums 
war der Gehalt fast unverindert. Panachierte — gelbgefleckte — 
Blatter von Codiaeum variegatum enthielten ungefihr gleich viel 
Vitamin K in den griinen und den gelben Partien. 

Ein Bilanzversuch mit Erbsen, zeigte, daB Erbsen, die im 
Lichte keimen, eine reichliche Menge Vitamin K bilden, wiihrend 





*) Mit Unterstiitzung der Josiah Macy jr. Foundation. 

**) 1 Dam-Glavind-Einheit entspricht der Wirkung von 0,08 y reinem 
Vitamin K (Phyllochinon) oder 0,07 y 2-Methyl-1, 4-Naphtohydrochinon-diacetat. 
Getrocknete Spinatblitter enthalten 500 Einheiten pro Gramm. Wenn mai 
einem K-avitaminotischen Kiiken, dessen Blut eine Prothrombinaktivitiit von 
wenigen Prozent des Normalwertes besitzt, 3 Tage nacheinander 1 Einheit 
pro Gramm Kérpergewicht peroral verabreicht, steigt die Prothrombin 
aktivitit auf 100°/, des Normalwertes an. 






























koh 
trac 


KON 









eutung 


atorium 


‘sal des 
rlavind 

Unter- 
Methyl. 
snteilen, 
elhélzer 
1 finden 
hiedene 
/irkstoti 
ngel — 
Moéhren, 
avind- 
and des 
rr nicht 
cadiums 
ckte — 
ich. viel 


die i 
ithrend 


, reine! 
liacetat. 
nn man 
itit vou 
Einheit 
rombin- 





81 


Untersuchungen iiber die Bildung und Bedeutung des Vitamin K usw. 


im Dunkeln keimende Erbsen, nur ganz wenig enthalten, d. h. kaum 
mit Sicherheit mehr als in der Erbse vor der Keimung vor- 
handen ist. 

Kin chlorophyllfreier Saprophyt-Champignon enthielt nur eine 
inz geringe Menge Vitamin K. 

Uber die Beziehung des K-Vitamins zu Mikroorganismen ist 
bekannt, daB in Hefe praktisch nichts zu finden ist (Dam 1935), 
wihrend gewisse Bakterien sehr reichhaltig sind (Almquist, 
Pentler und Mecchi, 1937). 

Soweit bekannt ist, ist das Vitamin K der Bakterien Vitamin K,, 

das anstatt der Phytylseitenkette eine andere, stirker ungesiittigte 
alipathische Gruppe enthilt. 
: Die Isolierung des Vitamin K (K,) der griinen Blatter (Dam, 
Geiger, Glavind, P. Karrer, W. Karrer, Rothschild und 
Salomon, 1939), die Aufklirung seiner Konstitution (S. B. Binkley, 
L.C. Cheney, W. F. Holcomb, R.W. McKee, 8. A. Thayer, 
D.W. MacCorquodale und KE. A. Doisy, 1939; L. F. Fieser, 
1939), und die Isolierung des durch Bakterientiitigkeit gebildeten 
K-Vitamin K, (R.W. Mc Kee, 8S. B. Binkley. D.W. Mac Cor- 
quodale, S. A. Thayer und EK. A. Doisy, 1939) fihrten zu 
der Erkenntnis, daB zwischen Vitamin K, und Chlorophyll eine 
chemische Verwandtschaft besteht, insofern als beide Verbindungen 
die Phytylgruppe enthalten. Ks war deshalb von Interesse die 
friheren Untersuchungen von Dam und Glavind weiterzufiihren 
und speziell den Zusammenhang der biologischen Verhiltnisse von 
Vitamin K, und Chlorophyll eingehender zu studieren. 

Der Zweck der vorliegenden Arbeit ist: 1. die Lokalisation 
des K-Vitamins in der Ptlanzenzelle klarzulegen; 2. die mégliche 
Bildung von Vitamin K in solchen Pflanzen zu untersuchen, die 
auch im Dunkeln Chlorophyll synthetisieren kénnen, um fest- 
zustellen, ob in der héheren Pflanze das Vitamin K iiberhaupt 
uur unter Kinwirkung von Licht entstehen kann, und fernerhin 
3. zu untersuchen, ob Vitamin K das Wachstum oder die Respiration 
von Hefezellen beeinfluBt. 


oi 


1. Lokalisation des Vitamin K in der Pflanzenzelle 


Als Ausgangsmaterial fiir diese Untersuchung wurde Griin- 
kohl benutzt. Da es von vornherein als wenig wahrscheinlich be- 
irachtet werden mub, daB das K-Vitamin in den Zellwinden vor- 
kommt, wurde nur der Zellinhalt untersucht. Die Gewinnung des 
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Zellinhaltes und Trennung desselben in Chloroplasten und Cyto. 
plasma (Protoplasma + Zellsaft) geschah nach der Methode yy 
W. Menke (1938), nur wurde anstatt der Dreiwalzenmiihle ei, 
Saftpresse mit konischem Sieb und rotierender Schnecke benutz 
Die beiden Fraktionen wurden sofort i. V. getrocknet. Aus de 
Blattern von ungefahr 10 kg frischem Griinkohl wurden 11 g Chlor. 
plasten- und 62g Cytoplasma-Trockensubstanz gewonnen. De 
kK -Vitamingehalt wurde mit Kiiken nach der Methode von H. Day 
und J. Glavind (1938 II) bestimmt: 


Tabelle 1 


K-Vitamingehalt 














Dam-Glavind-Einheiten ike . 
: Ba “te Bestimmungen 
pro g Trockensubstanz : 
Chloroplasten. . . . 700 0,006 Mittel aus 13 
Cytoplasma ....<10 | <0,0001 Mittel aus 3 


trichtlich geringer. Dagegen wurde in den Chloroplasten eine 


substanz) gefunden. Es ist jedoch bemerkenswert, daB die Kon. 
zentration des K-Vitamins in den Chloroplasten nicht betrichtlich 
gréBber gefunden wurde als der K-Vitamingehalt getrockneter Griin- 


Die Ursache hierfiir ist wohl darin zu suchen, dab durch di 
Priparation ein betrichtlicher Anteil des Vitamins zerstért worden 
ist. Zwar ist Vitamin K in nichtzerkleinerten Blittern gege 
Trocknen bestindig, es ist aber durchaus denkbar, da8 durch di 
Zerkleinerung des Gewebes und Entleerung des Zellinhaltes i 
irgendeiner Weise eine Zerstérung des K-Vitamins der Chloro- 
plasten begiinstigt wird. 


DaB das K-Vitamin in den Chloroplasten und nicht im Cyto- 


auch fast die ganze Menge in den Chloroplasten fanden (0,08°, 
in der Trockensubstanz der Chloroplasten, und weniger als 0,002°,, 
in der Trockensubstanz des Cytoplasmas). 





Der fiir das Cytoplasma angegebene Vitamin K-Gehalt stell:f— 
nur eine obere Grenze dar, weil die Bestimmung ganz kleiner} ~ 
Mengen schwierig ist. Wahrscheinlich ist die Menge noch be|~ 


grobe Menge (700 Kinheiten entsprechen 56 y pro Gramm Trocken-| 


kohlblatter (gew6hnlich 300 Kinheiten entsprechend 247 pro Gramm} 





plasma gefunden wird, steht damit im Einklang, daB wir fitf 
Vitamin E (Gesamt-Tocopherol) mit Hilfe einer chemischen Method:f 
(Dam, Glavind und Prange), die anderswo veréffentlicht wird 




















































an, 


ind Cyto. 


hode VOL 
thle ejn: 
2 benutzt 
Aus dey 
4 Chloro. 
nen. De 


H. Dan 


erie , ‘in Tab. 2 zusammengestellt, Die Zahlen fiir Chlorophyll, Carotin 
| nerp 


jund Xanthophyll sind nach R. Willstaitter und A. Stoll (1913) 


1och be 
fen eine 


Trocken-} 


lie Kon- 
“ichtlich 
er Griin- 


Gram} 


irch die 
; wWordel 
1 gegel 





. Intersuchungen tiber die Bildung und Bedeutung des Vitamin K usw. 





83 





9. Die Bildung des Vitamin K in keimender Picea canadense 
im Licht und im Dunkeln 


Bekanntlich bilden die Koniferen auch im Dunkeln Chloro- 


Der Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt: 


‘phyll. Sie eignen sich daher zu Untersuchungen itiber die mégliche 
“Beziehung zwischen Vitamin K, Chlorophyll und Licht in Er- 
‘ginzung der friheren Untersuchungen mit keimenden Erbsen. 


Samen 


‘yon Picea canadense wurden 24 Stunden in Wasser geweicht. Da- 
mach wurden die Samen in Petri-Schalen mit Sigemehl bei 20° 
zum Keimen gebracht. Die eine Hialfte stand im Dunkeln, die 
andere im diffusen Tageslicht. Nach 14 Tagen wurden die Pflanzen 
geerntet, d.h. die griinen Teile wurden mit einer Schere von den 
Wurzeln getrennt. Die Wurzeln wurden nicht mit benutzt. Die 
griinen Teile werden bei Zimmertemperatur in einem Strom von 
trockner Luft bei ungefihr 5 mm Druck getrocknet. 


Die im Dunkeln gekeimten Pflanzen verblieben im Dunkeln 


bis zur Beendigung des Trocknungsprozesses. 


Die Versuchsergebnisse bezogen auf Trockensubstanz sind 
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‘fF bestimmt: 
Tabelle 2 
i 2 mg | K-Vitami amin ne ; ly, : 
Pflanzen] Trocken- a Carotin, —— 
‘Eint phyll phyll 
Anzah] | subst. pro} “24. 0). ‘ of, a> 
Pflanze | pro g ” 0 lo 
Im Licht — | ak ee ei 
gekeimte 5300 1,35 350 | 0,003 0,96 0,023 0,076 
Pilanze | 
Im Dunkeln | 
- gekeimte 3400 1,42 150 | 0,001 0,37 0,013 | 0,027 
Pflanze | 
S; 7 — 
uel 3,00 | <1,5 | <0,00001 


Die absolute K-Vitaminmenge pro Pflanze ist in Tab.3 angegeben. 











Tabelle 3 
"-Binheiten y K, 
Ps eke oe RS 0,47 0,039 
ae 0,21 0,018 
ao, ae a eee < 0,005 < 0,0004 
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Die Versuche zeigen, daB Keimpflanzen von Picea canadenge 
sowohl im Licht wie auch im Dunkeln Vitamin K zu bilden ver. 
mégen. Der Vitamin K-Gehalt der Samen vor der Keimung js 
so klein, daB es ganz sicher ist, da8 die in den Pflanzen gefundene 
Vitamin K-Menge auf eine Neubildung zuriickzufihren ist. 


Der friiher mitgeteilte Versuch mit Erbsen (Dam und Gla- 
vind 19381) zeigte, daB im Dunkeln keine oder jedenfalls nu 
eine ganz geringe Bildung von Vitamin K stattfand. Der Unter. 
schied zwischen diesen Ergebnissen dirfte damit in Verbindung 
zu setzen sein, daB die Keimpflanzen von Picea im Gegensatz 
zu Erbsen auch im Dunkeln Chlorophyll bilden. Die Beziehung 
zwischen K-Vitamin- und Chlorophyllbildung geht deutlich aus 
Tab. 2 hervor. Es ist unzweifelhaft, daB eine ungefihre Parallelitit 
zwischen den beiden Vorgiingen zu verzeichnen ist. 


Dagegen geht aus den friiheren Versuchen hervor, dab 
parallel mit dem Abbau des Chlorophylls im Herbst keine An- 
derung des K-Vitamingehaltes der Blatter stattfindet. Aus den 
erwibnten Versuchen mit panachierten Blittern (Codiaeum), welche 
in den gelben Partien Vitamin K, aber kein Chlorophyll enthalten, 
sieht man ferner, daB die Bildung des K-Vitamins nicht immer 
mit den letzten Stufen der Chlorophyllbildung verbunden ist. 


Aus den Zahlen in Tab. 2 sieht man, daB die Gewichtsmenge 
des K-Vitamins im Vergleich mit der des Chlorophylls auch in 
der im Licht gekeimten Pflanze sehr gering ist, und nur wenige 
Promille betragt. Dies gilt iibrigens auch fiir die normalen Blitter 
anderer oder ilterer Pflanzen. 

Die Menge des Vitamin K pro Gramm Blattsubstanz ist 
iiberhaupt, soweit unsere Erfahrungen reichen, von derselben 
(kleinen) GréBenordnung fiir alle Pflanzensorten, und es ist nie 
ein griines Blatt untersucht, in dem das Vitamin K fehlt. 


Diese Tatsachen machen es wahrscheinlich, da8 Vitamin Kk 
im Blatt irgendeine lebenswichtige Funktion ausiibt. 


Die Parallelitit zwischen Bildung von Vitamin K und Chloro- 
phyll in der keimenden Pfilanze wire leicht zu verstehen, wenn 
man die Synthese der Phytylgruppe, welche in beide Substanzen 
eingebaut werden soll, als den begrenzenden Faktor ansehen 
kénnte. Gegen eine solche Betrachtung spricht aber, daB der 
Pflanzenorganismus auch in seinen unbelichteten Regionen Phyty! 
synthetisieren kann. 
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Dies ist zB. der Fall bei der Synthese des Protochloro- 
phylls*), die in Kiirbissamen in recht betrichtlicher Menge — und 
im unbelichteten Blatt auch im geringen Ausmafe — vor sich geht. 

Zu den Versuchsergebnissen muB noch bemerkt werden, dab 
die Tierversuche allein keine Auskunft dariiber geben, ob das 
cefundene Vitamin K tatsachlich mit Vitamin K, und nicht mit 
irgendeinem einfacheren, stark K-aktiven Naphtochinonderivat 
ohne Phytylseitenkette, identisch ist. Dab ein solches in der im 
Dunkeln gekeimten Piceapflanze gebildet wird, ist aber von vorn- 
herein unwahrscheinlich. Kénnte die ohne Licht keimende Pflanze 
eine einfache Vitamin-k-Verbindung synthetisieren, hitte man 
auch in den etiolierten Erbsen eine betriichtliche Vitamin k- 
Aktivitit gefunden. 

Die Synthese des 1,4-Naphtochinon-Ringsystems an sich 
braucht nicht an die Chlorophyllbildung gekniipft zu sein. Jeden- 
falls sind gewisse Pilanzen in der Lage, in ihren nicht belichteten 
fegionen, spezielle 1,4-Naphtochinonderivate zu synthesisieren. 
Z.B. wird im Lapachoholz der rotbraune Farbstoff Lapachol, 
2 Hydroxy-3-iso-pentenyl-1,4-naphtochinon, gebildet. Diese Ver- 
bindung hat aber eine verschwindend kleine K-Vitaminwirkung 
im Vergleich mit Vitamin K,. 

Die Anwesenheit von Vitamin K und Abwesenheit von Chloro- 
piyll in den gelben Teilen des panachierten Blattes von Codiaeum 
wu auf Versagen irgendeiner Stufe der Chlorophyllsynthese be- 
rulen, wihrend Vitamin K entweder unabhingig davon synthetisiert 
wird oder aus dem umgebenden griinen Gewebe zugefiihrt wird. 

Die Tatsache, dafi beim Welken des Blattes, das Vitamin Kk 
nicht gleichzeitig mit dem Chlorophyll abgebaut wird, sondern 
zunichst seine Aktivitiit unveraindert behilt, ist unschwierig zu 
verstehen; denn die einmal gebildeten Molekiile der beiden Ver- 
vindungen sind sehr verschieden und werden kaum durch die- 
selben Enzymsysteme angegriffen. 

Interessant ist es auch die Bezichung zwischen Vitamin KE 
und K zu betrachten, weil Vitamin E ebenfalls die Phytylgruppe, 
wenn auch in cyclisierter Form enthilt. Wir werden uns in 
einer anderen Arbeit diesem Problem zuwenden, méchten aber 
schon jetzt sagen, daB die Bildung und Verteilung des K-Vitamins 
in der Pflanze nicht so deutlich der Vitamin K- oder Chlorophyll- 
bildung parallel geht. Zwar ist in griinen Blittern Vitamin E 


‘) Vel. K. Noack u. W. KieBling (1931). 
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(biologisch aktive Tokopherole) vorhanden. Eine ebenso reiche 
Quelle fiir Vitamin E wie das Lipoid des Blattes ist aber das 
Ol des Fruchtfleisches gewisser Frichte, z. B. Hagebutten, das 
bis 5°/, Tocopherol (bezogen auf das Ol) enthalten kann. Vitamin K 
ist hier nur in sehr geringer Menge vertreten, und die Chloro. 
phyllmenge der unreifen Hagebutte ist betrichtlich kleiner als 
die des Blattes. 

Auch das Vorkommen des Vitamin E im Weizenkeimlingsij| 
beweist die Abzweigung des Weges des Vitamin E im Pflanzen. 
organismus von dem des Vitamin K; auch die Synthese von 
Tocopherol im Weizenkeimling deutet auf die Fahigkeit der Pflanze 
hin, die Phytylgruppe oder einen Teil derselben im Dunkeln zu 
bilden. 


3. Priifung verschiedener Vitamin K-Praparate als Wirkstoffe 
gegeniiber Hefe 

Verschiedene Vitamin K-Priparate wurden auf ihre Wuchs- 
stoffwirkung gegeniiber Hefe untersucht. Die fiir diese Unter- 
suchung benutzten Priparate waren: natiirliches K,, 2-Methyl- 
1,4 Naphtochinon, 2-Methyl-1,4-Naphtohydrochinon-diacetat und 
-disuccinat. Mit Ausnahme der letztgenannten Verbindung, die 
als wasserlésliches Natriumsalz vorlag, wurden die Priparate in 
Form von Emulsionen untersucht. Die bei den Untersuchungen 
benutzte Methodik war die gewéhnliche (Nielsen und Harte- 
lius, 1938). 

Die Hefe wurde in einer synthetischen Nahrlésung kultiviert. 
Fiir jedes Vitamin K-Priparat wurden zwei Versuchsreihen an- 
gestellt: in der einen Reihe wurde zu der Niahrlésung 0,1 y Biotin 
pro Liter hinzugefiigt, wihrend in der anderen Reihe keine solche 


Biotinzugabe stattfand. Zu je zwei Kolben mit 50 cm* Nihr- § 


lésung wurde zugegeben: 50—20—-10-5-—2 und 0 y Vitamin k, 
Nach 24 Stunden bei 25° wurde die Hefetrockensubstanz in den 
Kolben bestimmt. Aus der Reihe ohne Biotinzugabe konnte 
ersehen werden, ob die untersuchten Vitamin K-Priparate eine 
Biotinwirkung besaBen, und aus der Reihe mit Biotinzugabe, 
ob die Praparate bei Gegenwart von Biotin eine addierende 
Wuchsstoffwirkung besaBen. In allen Fallen waren aber, auch 
bei Zugabe von 50 y Vitamin K pro 50 cm’, nicht mehr Hele- 
trockensubstanz gebildet als in den Kontrollkolben ohne Vitamin 
K-Zugabe. Da eine Zugabe von 50y pro 50cm® fir einen 
Wuchsstoff ziemlich groB ist, darf wohl gefolgert werden, daB die 
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reiche [Ff yntersuchten Praparate keine Wuchsstoffwirkung gegeniiber Hefe 

er das _ besaBen, jedenfalls nicht unter den hier benutzten Versuchs- 

n, das F pedingungen. 

mink & Die genannten Vitamin K-Priparate wurden auch auf ihre 

hloro- | Wirkung auf Atmung und Garung der Hefe mittels der Warburg- 

er als J Apparatur untersucht. Die untersuchten Konzentrationen der 
| Priparate waren 10—5—1 und 0 y Vitamin K pro 2 cm’ Hefeauf- 

lingsil [F schlemmung. Auch diese Versuche verliefen villig negativ; weder 

anzen- @ auf Atmung noch Garung war eine Wirkung zu konstatieren. 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren 
61. Mitteilung 


Von 
Martin Schenck 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinir-physiologischen Instituts 
der Universitit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Juli 1940) 


Uber die Einwirkung von Chromsaure auf Biliansaiure-oximlactam 
und auf Biliansdiure-7-monoxim 


Biliansiure-oximlactam C,,H,.N,O, (I) geht bei kurzdauern- 
der Einwirkung von Salpetersiiure (D. 1,4) von Raumtemperatur 
in die blaugefiirbte Nitrosoverbindung C,,H,,N,O, (ID) itiber?). Die 
Reaktion verliuft unter kaum merklicher Gasentwicklung und es 
handelt sich dabei um den Ubergang der Gruppe: —C(: NOH)—CH< 
in die Gruppierung: —C(NO)=C<. Der Nitrosokérper II kann 
auch, unter den gleichen Bedingungen wie aus I, aus der Oxi- 
minolactamhydroxamsiure C,,H,,.N,O, (Formel wie I, nur an Stelle 
einer der beiden in 1,6-Stellung zueinander betindlichen Carboxy!- 
gruppen eine Hydroxamsiuregruppe) erhalten werden; in diesem 
Falle wird auBer der Veriinderung an der Ketoximgruppe die 
Hydroxamsiiuregruppe zersetzt, und zwar unter lebhafter Entwick- 
lung von nitrosen Gasen?). Durch Zinkstaub und Eisessig, sowie 
durch katalytische Hydrierung mit Pt-Katalysator wird die Nitroso- 
verbindung II wieder in das Oximlactam I zuriickverwandelt. 
Andererseits wird aber die blaue Verbindung auch durch kon- 
zentrierte Schwefelsiure in das Oximlactam iibergefiihrt. Dies 
war der Grund, weshalb man voriibergehend angenommen hatte, 
der Nitrosokérper kénnte aus dem Oximlactam durch eine einfache 
lsomerisation (—C(: NOH)— —-» —CH(NO)—) entstanden sein. Es 
hedarf aber die Schwefelsiiureaktion noch der niheren Aufkliirung. 
denn sie nimmt allem Anschein nach einen komplizierteren Verlaut, 


') M. Sehenck u. H. Kirehhof, Diese Z. 175, 135 (1928). 
*) Diese Z. 223. 265 (1934); 296, 52 (1934). 
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und es ist das Oximlactam nicht das einzige Reaktionsprodukt, wie 
denn auch seine Isolierung nur mit Hilfe eines besonderen Reini- 
cungsverfahrens verwirklicht werden kann!). Alles in allem darf die 
Anwesenheit einer Doppelbindung in dem Nitrosokérper als so gut 
wie gesichert gelten. Die blaue Verbindung war bisher nur mit Hilfe 
yon Salpetersaure bereitet worden. Man kann annehmen, dab 
hei ihrer Bildung zunichst eine einfache Isomerisation und dann 
Dehydrierung eintritt, oder es erfolgt erst eine Abspaltung von 
Wasserstoff und hierauf Verschiebung von Bindungen nach dem 
Schema: 


NOH N——O N——O 
> > 


‘one . 2 C< —C==C< 

Es ist aber auch die Méglichkeit vorhanden, daB die Nitroso- 
scuppe des blauen Kérpers nicht aus der Oximgruppe, sondern 
aus der Salpetersiure (bzw. salpetrigen Saiure) stammt. Es bestand 
schon lange die Absicht, das Verhalten des Biliansiiure-oximlactams 
gegeniiber anderen sauren Oxydationsmitteln zu priifen (alkalische 
Mittel kommen nicht in Frage, da durch Alkali die Nitrosover- 
hindung sofort zersetzt wird, vgl. unten). Ein Oxydationsversuch 
mit CrO, in Eisessig war friiher schon ausgefiihrt worden, hatte 
aber damals nicht zu greifbaren Ergebnissen gefiihrt?). Solche 
Versuche sind jetzt aus gegebenem Anla8f wiederholt worden, und 
es hat sich dabei feststellen lassen, da® Biliansiiure-oximlactam 
hei Einhaltung der unten niher bezeichneten Bedingungen mit 
Chromsaure eine gut kristallisierende blaugefirbte Nitrosover- 
bindung liefert, die mit dem durch Salpetersadure erhiltlichen 
Nitrosokérper identisch ist. Insbesondere spricht fiir Identitit das 
Verhalten gegen iiberschiissige Lauge, wodurch ebenso wie beim 
Salpetersiureprodukt die Ketolactamtricarbonsiure C,,H,.NO, (IL) 
gebildet wird, die durch ihre beiden ineinander umwandelbaren 
Formen (kleine Krystalle* und ,,Nadeln“) charakterisiert ist. 
Worauf der Unterschied der beiden Formen beruht, ist noch nicht 
iit Sicherheit entschieden, wahrscheinlich handelt es sich um 
Dimorphie. Nach diesem Ergebnis ist anzunehmen, dai auch 
andere saure Oxydationsmittel unter Einhaltung der geeigneten 
Bedingungen Biliansiure-oximlactam in den Nitrosokérper II iiber- 
fiihren werden. 

Biliansiiure-7-monoxim, C,,H,,NO, ([V) wird durch Salpeter- 
siure (D. 1,4) unter den gleichen Bedingungen, unter denen II 





) Diese Z. 189, 90 (1930). *) Diese Z. 175, 136 (1928). 
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aus | entsteht, in die blaugefarbte Nitrosoverbindung C,,H,,NO, (V Fi 


'94°*33+ 
iibergefiihrt. Auch hier vollzieht sich die Reaktion nur unter Fd 


sehr schwacher Gasentwicklung und die Umwandlung der Gruppe: & gt 
—(C(:NOH)—CH< ist die gleiche wie dort?). Der Nitrosokérper V — f, 
war zuerst von H, Kirchhof aus Biliansiure-dioxim und Salpeter. Ba 


siure erhalten worden, die zweite Ketoximgruppe des Dioxins — ¢s 
wird in diesem Falle unter lebhafter Entwicklung nitroser Gase ki 
zersetzt und in eine Ketogruppe umgewandelt. Die blaue Ver. & 4: 
bindung V_ bildet sich auch unter der Kinwirkung von Salpeter- & te 
siure aus der Oximinoketohydroxamsiure C,,H,,N,O, (Forme I x 
wie IV, nur an Stelle einer der beiden in 1,6-Stellung zueinander Bw 
befindlichen Carboxylgruppen eine Hydroxamsiuregruppe) und 
aus der Dioximinohydroxamsiure C,,H,,N,O, (Formel wie die der 
eben genannten Hydroxamsiure, nur an Stelle der 12-Ketogruppe 
eine Ketoximgruppe), auch in diesen beiden Fallen unter starker 
Entwicklung von braunen Dimpfen infolge Zersetzung der Hydroxam- 
siiure- bzw. 12-Ketoximgruppe’). Der Nitrosokérper V wird durch 
Zinkstaub und Kisessig in Biliansiiure-7-monoxim zuriickverwandelt. 
Auch durch konzentrierte (bzw. 90°/,ige) Schwefelsiiure wird die 
blaue Verbindung entfarbt und es entsteht hierbei sehr wabhr- 
scheinlich Biliansiure-7-monoxim, wenn sich auch dieses Oxim 
bei der genannten Reaktion in reiner Form nicht hat isolieren 
lassen®). Die Schwefelsiurereaktion ist offenbar komplizierter Natur 
und bisher noch nicht vollig aufgeklirt worden (vgl. das oben 
erwihnte Verhalten des Nitrosokérpers II gegen konzentrierte 
Schwefelsiiure). Die voriibergehend gemachte Annahme, daB dem 
Nitrosokérper V die Formel C,,H,,.NO, zukomme, ist deshallb 
nicht geniigend begriindet, es sprechen im Gegenteil die anderen 
Tatsachen fiir die Formel C,,H,,NO,, d. h. also fiir eine Bildungs- 
weise des blauen Kérpers, die unter Dehydrierung sich vollzieht. 
Bisher war die Verbindung V nur mit Hilfe von Salpetersaure 
hergestellt worden. Wie jetzt festgestellt wurde, laBt sich unter 
den unten genannten Bedingungen aus Biliansiure-7-monoxim auch 
durch Chromsiure eine blaugefirbte Nitrosoverbindung bereiten. 
Dieses Produkt erwies sich als identisch mit dem Salpetersiure- 
produkt; durch iiberschiissige Lauge wird es sofort in Bilian- 
siure C,,H,,0, (VI) verwandelt. Die Dehydrierung des Monoxims 


34-8 
durch Chromsiure kann man sich wie die des Oximlactams in 


1 M. Schenek u. H. Kirchhof, Diese Z. 177, 290 (1928). 
*) Diese Z. 183, 94 (1929); 280, 205 (1934); 232, 94 (1935). 
5) Diese Z, 189, 92 (1930). 
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der Weise vorstellen, daB nach vorhergehender Isomerisierung 
der Ketoximgruppe zur sekundiiren Nitrosugruppe die Wasser- 


 stoffabspaltung eintritt oder es erfolgt diese Abspaltung mit nach- 


folgender Verschiebung von Bindungen nach dem oben (S. 89) 


- aufgestellten Schema. Voraussichtlich wird sich auch durch andere 


saure Oxydationsmittel Biliansiure-7-monoxim in den Nitroso- 
kérper V tberfiihren lassen. Es besteht ferner die Vermutung, 


' dab ganz allgemein Ketoxime mit der Ketoximgruppe benachbartem, 
' tertiir gebundenem Wasserstofi bei gelinder Oxydation unter 


geeigneten Bedingungen ungesittigte Nitrosoverbindungen liefern 


| werden ’). wal——-00 NH——CO 
: | | | | 
CH, C) CH, C 
| |} CH,,- COOH | | 4 
CH, CH, CH on CH, CH, CH C 
a ie i ae ee ee ee 
CH, C CH CH, C ¢ 
| | | | 
COOH CH C:NOHW COOH CH C-NO 
COOH CH, COOH CH, 
Biliansiiure-oximlactam, Nitrosoverbindung, 
CoH y5N.03. C,,H5,N.0,. 
NH——CO CO 
| Ais 
CH, C | CH, C 
| | | | 
CH, CH,CH | CH,CH,CH OC 
CH, C CH CH, C CH 
| | | | | | 
COOH CH CO COOH CH °C:NOH 
COOH CH, COOH CH, 
Ketolactamtricarbonsiiure, Biliansiiure-7-monoxim, 
C,,H,,NQ0x. C,,H;,;NO,. 
CO CO 
Pie war Si 
CH, C CH, C 
| | | 
CH, CH, Ci C CH, CH, CH D 
CH, C C CH, C CH 
| | | | i 
COOH CH C-NO COOH CH CO 
COOH CH, COOH CH, 
Nitrosoverbindung, Biliansiiure, 
C,,H3,N Og. C,,H54,0.. 


'! Vgl. Diese Z. 217, 69 (1933). 
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Beschreibung der Versuche 


Als Ausgangsmaterial fiir die nachstehend mitgeteilten Versuche diente 
ein Priiparat von Biliansiure-dioxim, das nach den Angaben der 52. Mitteilung 
bereitet worden war'}). 


1. Biliansaure-oximlactam und Chromsaure. Unmlagerung (es 
Biliansiiure-dioxims nach friiher gegebener Vorschrift’). Umkrystallisierey 
des Umlagerungsproduktes aus heibem Eisessig, dem eine reichliche Menge 
siedend heiBen Wassers zugesetzt wurde. 1 g Biliansiure-oximlactam wurde 
in 50 eem 50°/,iger Essigsiiure heif gelést. Da sich aus einer solchen Lésung 
beim Erkalten und Stehen das Oximlactam allmihlich wieder ausscheidet, 
lieB man die Lésung nicht vollstiindig erkalten und versetzte sie mit 0,14 ¢ 
Chromsiure (p. a. Merck), gelést in 10 cem 50°/,iger Essigsiiure. Die gelbrot 
gefirbte Flissigkeit wurde allmihlich dunkelgriin, blieb aber klar; nach 
45 Minuten gab man 600 cem Wasser hinzu (Einstellen des GefiiBes in Lis. 
wasser). Es entstand zuniichst eine starke Triibung, dann schied sich eine 
farblose flockige Masse ab, die sich beim liingeren Stehen in einen blauen, 
krystallinischen, sich zu Boden setzenden Stoff umwandelte. Nach mehreren 
Stunden wurde der Niederschlag abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus 
30°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert, es resultierten gut ausgebildete, derbe, 
blaugefiirbte Krystalle in einer Ausbeute von 0,29 g. Die Krystalle zer- 
setzten sich wie ein mit Hilfe von Salpetersiiure aus dem Oximlactam her- 
gestelltes Priparat bei 230—232° und gaben wie dieses mit konz. Schwefel- 
siiure und Diphenylamin bereits bei gewéhnlicher Temperatur nach kurzer 
Zeit eine tief dunkelblaue Lésung (Angeli und Castellana). 


0,1208 g Subst. (bei 110° getr.): 6,15 eem N (24°, 751,5 mm). 
C.,H,,N.O5 Ber. N 5,86 Gef. N 5,79. 


2. Einwirkung tberschiissiger Lauge auf die Nitrosoverbindung II. 
Eine Probe der mittels Chromsiiure aus Biliansiiure-oximlactam bereiteten 
Nitrosoverbindung wurde in einem Uberschuf verdiinnter (etwa 5°/, iger) 
Natronlauge gelést, es erfolgte bereits beim Auflésen Entfirbung. Nach 
50 Minuten siuerte man die Lésung mit Salzsiiure an und erzeugte auf 
diese Weise eine farblose flockige Fiillung, die sich beim Stehen voll- 
stiindig in die sogenannten ,,kleinen Krystalle“ der Ketolactamtricarbon- 
siiure IIT umwandelte. Sie zersetzten sich unscharf bei etwa 200°. Die 
Uberfiihrung der ,,kleinen Krystalle‘ in die ,,Nadeln“ nach dem friiher an 
gegebenen Verfahren*) wollte anfangs nicht recht gelingen, obwohl di 
ersteren, wie gesagt, farblos waren und unter dem Mikroskop einen durci: 
aus einheitlichen EKindruck machten. Die Umwandlung gelang dann in der 
Weise, daB man die heiBe Lésung auf dem Dampfbad konzentrierte, bi: 
eine erste Nadeldruse sich zeigte. Beim Erkalten entstand ein Krystallbrei 
von Nadeln, die bei etwa 260° sich zersetzten. Sie wurden in Wasser aut: 
geschwemmt, und zwar in einer Raummenge, die dem Volum der Fliissig- 
keit, aus der sie sich ausgeschieden hatten, gleich war, und wandelten 
sich bei mehrtigigem Stehen vollstiindig wieder in die Form der kleinen 
Krystalle um. 


') Diese Z. 248, 180 (1937). 2) Diese Z. 89, 365 (1914). 
*) Diese Z. 176, 192, 193 (1928). 
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3. Biliansaure-7-monoxim und Chromsaure. Herstellung der Nitroso- 
verbindung V aus Biliansiiure-dioxim nach friiheren Angaben'). Die Be- 
reitung des 7-Monoxims aus dem Nitrosokérper V erfolgte nach der friiher 


4 gegebenen Vorschrift*), nur wurde das Verfahren etwas vereinfacht. Dem- 


vemif mischte man 1g der Nitrosoverbindung V mit 1 g Zinkstaub und 
koechte das Gemisch mit 10 cem Eisessig 5 Minuten lang. Vom Zinkstaub 
wurde noch heiB abgesaugt und das Filtrat mit 100 eem Wasser versetzt, 
es entstand zunichst eine starke Triibung. Beim Stehen in Eiswasser und 
Reiben mit dem Glasstab bildete sich ein farbloser krystallinischer Boden- 
sutz, der nach einigen Stunden abgesaugt, mit Wasser gewaschen und ge- 
trocknet wurde. Die Krystalle zeigten die friiher beschriebenen Formen 


und wogen 0,5 g. Das Priiparat konnte fiir die Chromsiiureversuche als ge- 


nigend rein angesehen werden. — 0,5 g Monoxim léste man in 15 cem 
(0°),iger Essigsiure unter Erwiirmen und gab zu der noch etwas warmen 
Lisung 70 mg Chromsiiure (p. a. Merck), gelést in 5 eem 50°),iger Essig- 
siure, hinzu. Die zuniichst rotgelb gefiirbte klare Fliissigkeit wurde all- 
mihlich dunkelgriin und schied alsbald das Reaktionsprodukt aus. Nach 
{) Minuten wurde die Ausscheidung abgesaugt, mit 50°/,iger Essigsiiure 
ausgewaschen und aus 50°/,iger Essigsiiure umkrystallisiert. Es resultierten 
schéne, hellblau gefiirbte, silbergliinzende Nadeln bzw. Prismen in einer 
Ausbeute von 0,23 g. Sie zersetzten sich wie ein mit Hilfe von Salpeter- 
siure aus dem Monoxim hergestelltes Priiparat bei 236—238° und gaben 
wie dieses die Reaktion von Angeli und Castellana (vgl. oben). 


0,1148 ¢ Subst. (bei 110° getr.): 3,0 cem N (24°, 755,5 mm). 
OFF PRE Ber. N 3,02 Gef. N 2,99. 


4. Einwirkung tberschiissiger Lauge auf die Nitrosoverbin- 
dung V. Ein Probe der mittels Chromsiiure aus Bilian-7-monoxim her- 
gestellten Nitrosoverbindung V wurde in einem UberschuB verdiinnter 
twa 5°/,iger) Natronlauge gelést, es erfolgte bereits beim Auflésen Ent- 
firbung. Nach 1 Stunde siiuerte man die Lésung mit Salzsiiure an und er- 
zeugte auf diese Weise eine farblose flockige Fiillung, die beim Stehen 
vollstiindig krystallinisch wurde. Die Krystalle zeigten sofort den von Bilian- 
siiure (VI) verlangten Schmelzp. 276° (unter Aufschiiumen). 


') Diese Z. 176, 194 (1925). *) Diese Z. 177, 287, 288 (1923). 
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in verschiedenen Globinen 
Von 


Leonhard Birkofer und Alfred Taurin§g 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Mediz. Forschung Heidelberg, Institut fiir Chem 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1940) 


Die Hamoglobine verschiedener Lebewesen zeigen eine Reile 
von schon lange bekannten, auffallenden Unterschieden in bezug 
auf Léslichkeit, Krystallform und Krystallisierfahigkeit. Sie weisen 
weiterhin gewisse Verschiedenheiten auf in ihrer Alkaliresistenz, 
ihrer Dissozierbarkeit beim Lésen in Harnstoff und in ihrem sero- 
logischen Verhalten. So fand Haurowitz!), dab das fetale Himo- 
globin des Menschen viel resistenter gegen Alkali ist, als das 
des Erwachsenen. Das Blut des Neugeborenen nimmt eine Mittel- 
stellung ein. Es enthalt zwei Himoglobine; das zersetzliche des 
rwachsenen und das alkaliresistente des Foetus. Diese Befunde 
wurden von R. Brinkman, A. Wildschut und A. Wittermans?) 
bestatigt. Ein derartiger Unterschied wurde im Gegensatz hierzu 
beim Hamoglobin des Kaninchens, des Pferdes, des Schweines und 
des Ochsen nicht festgestellt. H.Wu und E. F. Yang’) zeigten, 
daB Pferde- und Rinderhémoglobin in Harnstofflésung dissoziierei, 
wahrend die Hamoglobine des Schafes und des Hundes darin keine 
Anderung des Molekulargewichtes ergeben. Die serologischen 
Kigenschaften der Hamoglobine verschiedener Tiere wurden von 
Haurowitz‘) studiert. Die Ursache fiir die angefiihrten Unter- 
schiede der einzelnen Himoglobinarten mu8 wohl in der Zusammen- 
setzung der Globine begriindet sein. Einerseits enthalt namlich 
jedes Himoglobinmolekiil, gleich welecher Herkunft, bei einem Mole- 

') Diese Z. 186, 141 (1929). 

*) J. of Physiol. 80, 377 (1934). 
°) Chin. J. Physiol. 6, 51 (1932). 
‘) F. Breinl u. F. Haurowitz, Diese Z. 192, 50 (1930); vgl. auch 
RK. Prigge in ,,Chemie und Physiologie des EiweiBes‘*; 8. 76. Theodor Stein- 
kopff, Dresden 1938. 
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‘iulargewicht von 68000 stets 4 Mole Ham, andererseits hat man 

-hisher keine Unterschiede dieser Hime feststellen kénnen. 
Tatsachlich soll nach E.G.Schenek?), der zahlreiche quantita- 
‘tive Bestimmungen einiger Aminosiuren (Arginin-N, Lysin, Histi- 
sauren §& jj))-N und Monoaminosiiure-N) ausfiihrte, das Globin verschiedener 
Tierarten verschieden und beim menschlichen Globin die Zusammen- 
Fetzung vom Alter der Erythrocyten abhangig sem. Die Unter- 
sichungen von K. Lang®) am Globin des gesunden und anaémischen 
‘Menschen bestatigen, da das Globin individuell verschieden auf- 
Chom Egebaut sein kann. Der Tyrosin- u. Histidingehalt war ziemlich 
konstant; von einzelnen ganzlich abweichenden Werten abgesehen, 
zeigte auch der Cystingehalt nur geringe Schwankungen. Die 
\rgininwerte wiesen ebenfalls keine besonders hohen Streuungen 


Reihe FR auf. Im Gegensatz hierzu ergaben sich bei der Tryptophanbestim- 
bezug Hyung nicht unerhebliche Abweichungen. 
Weisel \it der Untersuchung des Schwefelgehaltes des Globins haben 


sistenz, Mich neben J. Valer, KE. Timar, E. Kaiser und G. Balassa aueh 
n sero- PH. B. Vickery und A. White sowie R. J. Block beschaftigt. Ks 
Hamo- § erwies sich, daB nicht nur verschiedene Tierarten einen verschiedenen 
Js das [§ Gesamtschwefelgehalt des Globins aufweisen, sondern da auch 
Mittel- Binnerhalb der gleichen Art Unterschiede bestehen? 8). Bei der 
he des HF Spaltung des Hamoglobins in Globin und Hamanteil tritt kein Ver- 
efunde MB lust an Schwefel auf%). Das Hamoglobin von Menschen mit der 
1ans*) Hplutgrappe A soll die gleiche Menge Schwefel wie das von solchen 
hierzu & der Blutgruppe B, namlich 0,662°/, 8, aufweisen. avon verschieden 
es und Mist der Schwefelgehalt mit 0,611°/, von Hamoglobin, das aus Blut 
eigten, Hider Gruppe O isoliert wurde!), Pferde-, Schaf-, Rinder- und 
‘eren, # Hundeglobin unterscheiden sich sowohl im Gesamtschwefel wie im 
| keine § ('vstinwert 1"), wahrend andere Aminosiuren der Himoglobine, z. B. 
ischen MF Arcinin, Histidin, Lysin, Tyrosin und Tryptophan bei allen Arten 
n vol # in gleicher Menge vorkommen. Mit anderen Worten liegt der Unter- 
Unter- BB schied zwischen den einzelnen Hamoglobinen bzw. Globinen an- 
nmen- @cheinend nur im Gehalt an schwefelhaltigen Amimosauren (Cystin 
imlich Hid Methionin) begriindet. 


1 Mole- 
- °) Arch. f. exper. Path. 150, 160 (1930). 


°\ Ebenda 174, 63 (1934). 
‘) J. Valer, Biochem. Z. 190, 444 (1927). 
‘) E. Timar, Ebenda 202, 365 (1928). 
*) EK. Kaiser, Ebenda 192, 58 (1928). 
1. auch ') G. Balassa, Ebenda 288, 221 (1936). 
 Stein- '') H.B. Vickery u. A.White, Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 31, 
' (1933): R.J.Bloek, Cold Spring Harbor Sympos. quantit. Biol. 6, 79 (1938). 


— * 
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Wir haben uns die Aufgabe gestellt, den Methionin- und Cystip. 
gehalt der Globine von Lebewesen verschiedener Arten zu _ bestiy). 
men und festzustellen versucht, ob auch Tiere der gleichen Ay 
Unterschiede aufweisen. Zur Untersuchung gelangten Globine yo) 
Mensch, Rhesusaffe, Rind, Pferd, Hund, Fuchs und Schakal. 
Oxyhimoglobine, aus denen die Globine durch Abspaltung dy 
Farbstoffkomponente durch HingieBen der waBrigen Loésung 
HCl-haltiges Aceton erhalten wurden, waren samtlich 38mal wp. 
krystallisiert. Die schwerer krystallisierenden Hiéimoglobine yo. 
Mensch, Affe und Rind wurden als Carboxyhémoglobine zur Kry. 
stallisation gebracht. Nach E.G.Schenek®) soll aus Haimoglobin, 
das durch Alkoholzusatz umkrystallisiert worden ist, nur ein Glob) 
erhalten werden, das weitgehend oder véllig denaturiert und wasser- 
unléslich ist. Diese Beobachtung konnten wir nicht bestatigen. All 
unsere Oxyhaémoglobine wurden durch Alkoholzusatz umkrystalli- 
siert und heferten Globine, die stets rein wei, vollkommen in 
Wasser léslich und auch nach mehrmonatigem Liegen bei Zimmer- 
temperatur noch fahig waren, mit Himin zu kuppeln. Die gleichey 
Figenschaften zeigten die Globine aus den Carboxyhamoglobinen. — - 

3ei der Untersuchung von Menschenglobin, das von Patienten & 
der Medizinischen Klinik der Universitit Heidelberg*) stammte. 
konnten wir sowohl im Methionin- wie im Cystingehalt keine Unter- 
schiede feststellen. Nur der Methioninwert des Globins eine: 
Patienten (Nr. 4) weicht von der Norm ab. Hierbei kann es sic! 
nicht um einen Analysenfehler handeln, da die Bestimmung mehr- 
mals in zeitlich verschiedenen Abstiinden durchgefiihrt wurde. De 
Gehalt an §-haltigen Aminosiuren ist im allgemeinen bei den unter: 
suchten Menschen in keiner Weise verschieden; weder Krankheit. 
Alter und Geschlecht, noch verschiedene Blutgruppenzugehorigke 
andern dieses Bild (Tab. 1.) Den gleichen Methionin- und Cystu 
gehalt weisen die Globine der beiden untersuchten Rhesusaffen au’. 

Die Globine aus Blut von Rindern sehr verschiedener Het 
kunft **), die rassisch sicher nicht rein waren, wie die aus Pferdeblut, 
das von rassereinen Tieren stammte ***), haben natiirlich jewel! 
prozentual verschiedenen Gehalt an den beiden untersuchtei 
Aminosiiuren, doch besteht véllige Parallelitaét beziiglich der steten 


qghealla 


mn 


*) Direktor Prof. Dr. J. Stein. Fiir die Uberlassung der Blutprobe! 
haben wir dieser Klinik zu danken. 
*™) Bezogen von den Schlachthéfen Heidelberg und Mannheim. 
***) Fiir die Uberlassung sind wir den Behringwerken in Marburg a. d I, 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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98 L. Birkofer und A. Taurin§s, 
Konstanz des Methionin- und der geringen Streuungsbreite qd, 
Cystinwertes. Die Globine derselben Tierart, gleich welcher Her. 
kunft, enthalten also stets dieselben Mengen an den schwefelhalt ice, 
Aminosiuren (Tab. 2 und 3). 


Tabelle 2 


Globine versechiedener Rinder 





Methjonin H.S Cvatin Molekiile Mole 
, ‘ ig Schwefel ’ Methionin ,.*"'" 
Ge- Kin- Cystin 
schlecht|waage = pe 
= on 0 me 0 ing 0/ aut das Mol.-Gey. 
6 | /o 2 , - lo 66 000 berechnet 
fe) 31,15 | 0,565 | 1,81 | 0,010 | 0,033 | 0,206 | 0,60 7,99 16 
30,73 | 0,535 | 1,75 7 0,009 0,029 | 0,178 | 0,58 4,40 1,6 
2 31,03 | 0,550 1,78 | 0,006 0,019 | 0,192 | 0,62 7,86 1.71 
31,41 | 0,570 | 1,82 | 0,010 | 0,031 8,03 
2 31,87 10,555 1,76 | 0,014 | 0,046 | 0,173 | 0,54 (00 1 
30,62 | 0,535 1,75 | 0,010 0,036 | 0,159 | 0,52 7,03 1,43 
fe) 30,63 | 0,560 1,83 | 0,007 | 0,023 | 0,206. 0,67 8,09 1.85 
30,51 | 0,521 | 1,71 10,018 | 0,044 | 0,193 | 0,63 7,59 | 1,73 
a 31,50 | 0,595 | 1,89 | 0,006 | 0,020 | 0,168 | 0,53 8,35 | 146 
31,36 | 0,556 | 1,78 | 0,009 = 0,028 | 0,139 | 0,45 7.86 1,24 

















Nicht nur die Globine derselben Tierart sind in bezug aut 
schwefelhaltige Aminosauren gleich zusammengesetzt; auch die von 
Hund, Schakal und Fuchs, die derselben Familie angehéren, stimme! 
in ihrem Methionin- und Cystingehalt tiberein (Tab. 4). 

Berechnet man bei allen untersuchten Globinen die Anzahl de 
Methionin- und Cystinmolekiile fiir 1 Mol Protein (Molgewicht 
66000), so erhalt man, wie aus den Tabellen ersichtlich ist, kein 
ganzzahligen Werte. Vielleicht liegen Mischungen mehrerer Hiimo- 
elobine vor. Diese Annahme stiinde nicht im Gegensatz zu der Tat- 
sache, daB es sich bei der Untersuchung stets um krystallisierte Pro- 
dukte gehandelt hat, worauf schon F. Haurowitz!?) hinwies. Wi 
die iibereinstimmenden Analysenwerte der S-haltigen Aminosaure! 
zeigen, muBte das Mischungsverhiltnis der einzelnen Himoglobin 
jedoch immer ziemlich konstant sein. Eine Anderung des Misehungs 
verhiltnisses kann durch fraktioniertes Umkrystallisieren nicht er- 
zielt werden. Wir haben das Hiimoglobin des Pferdes Nr. 1906 
dureh fraktionierte Umkrystallisation in 8 Fraktionen zerlegt uni 
jeweils das entsprechende Globin analysiert. Wie aus Tab. 3 et 
sichtlich, zeigen die Analysenwerte keinerle: Unterschiede. 


12) Diese Z. 264, 266 (1938). 
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Quantitative Bestimmung der schwefelhalt 
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L. Birkofer und A. Taurin§s, 


Tabelle 4 


Globine von Hund, Fuchs und Schakal 





ft PLE Re eH cscadipinigedsonaeaenstsanadtianenaaseainesstiraeh Cr 

















Methionin wi Cystin | Molekitle | {si 
- ”_ Schwefel 5 ae Methionin ,“" 
oo “in- Cystin 
1erart aneeee 
waage | 
oe t _ 0 Siti: 2 auf das Mol.-Gey 
8 0 8 0 5 | /0 | 66000 berechnet 
Hund I 30,92 0,179 | 0,58 | 0,017 | 0,056 | 0,494 | 1,60 2,56 | 4,4] 
31,00 | 0,184 | 0,57 | 0,020 | 0,064 | 0,585 | 1,89 2 52 5,19 
Hund IT} 31,25 | 0,169 | 0,54 | 0,008 | 0,026 | 0,485 D6 2,38 130) 
31,32 | 0,169 | 0,54 - 2,38 | 
Fuchs | 31,20 | 0,164 | 0,53 | 0,016 | 0,050 | 0,528 1,69 234 | 470 
31,54 | 0,174 | 0,55 | 0,017 | 0,054 | 0,537 | 1,7] 2 46 | 4,75 
Schakal | 30,77 | 0,184 | 0,59 | 0,010 | 0,033 | 0,500 | 1,62 2 60 | 4,50 
31,69 | 0,188 | 0,59 | 0,012 0,037 ? 60 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung der Oxy- und Carboxy-hamoglobine. Die krystallisierte: 
Oxyhamoglobine von Pferd, Hund, Fuchs und Schakal wurden nach der von 
R. Kuhn, L. Birkofer und F. W. Quackenbush!) beschriebenen Vor- 
schrift hergestellt und 3mal unter Alkoholzusatz umkrystallisiert. Zur Ce- 
winnung der Carboxyhéimoglobine wurde das Blut zuerst wie bei den Oxy- 
hamoglobinen verarbeitet und die durch Hamolyse erhaltene Hamoglobin- 
lésung durch scharfes Zentrifugieren von Stroma befreit und mit CO gesattigt. 
Je 200 cem der hellroten Carboxyhamoglobinlésung wurden mit 100 cem eine! 
2molaren Phosphatpufferlésung vermischt und in einen Cellophanschlauc! 
gebracht und gegen 3,6molaren Phosphatpuffer dialysiert. Nach 2—3 Tage: 
begann Ausscheidung von Krystallen. Die Krystallisation war beendet, al 
die Phosphatpufferlésung innerhalb und auBerhalb des Dialysenschlauches eine 
Molaritat von 2,8 hatte. Die Dialyse wurde bei einer Temperatur von 5—f 
durchgefiihrt. Nach Beendigung wurde durch Zentrifugieren von den Kry- 
stallen getrennt, der Krystallbrei, der sich im Zentrifugenglas oben abschied, 
wieder in Wasser gelést, nochmals CO eingeleitet und erneut zur Krystallisatioi 
gebracht. Dieser Vorgang wurde bei allen Carboxyhaimoglobinen 3mal wiede:- 
holt. Zur weiteren Verarbeitung wurde das nach der 3. Krystallisation erhalten 
Carboxyhamoglobin in destilliertem Wasser gelést und bei 5—6° dialysiert. 
bis die Lésung véllig phosphatfrei war. 

Bereitung der Phosphatpufferlosungen. Es handelte sich um Phos 
phatpufferlésungen, die aus einer Auflésung von K,HPO, und KH,PO, be: 
standen. Als Ausgangslésung diente die 3,6molare Lésung, die durch ent- 
sprechendes Verdiinnen mit destilliertem Wasser in die 2molare tibergefiihr' 
wurde. Da nach A. A. Green, E. J. Cohn und M. H. Blanchard") de 
Gehalt an K,HPO, 58°/, und der an KH,PO, 42°/, betragen soll, wurden. 
um eine 3,6molare Phosphatpufferlésunge darzustellen 


13) Ber. chem. Ges. 72, 407 (1939). 
‘) J. of biol. Chem. 109, 631 (1935). 
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Quantitative Bestimmung der schwefelhaltigen Aminosaiuren usw. 10] 


174-3,6-0,58 = 362 ¢ K,HPO, 


und 


136-3,6-0,42 = 206 g KH,PO, 
zu einem Liter gelést. 


Gewinnung der Globine. Die Globine wurden in Anlehnung an die 
Vorschrift von E. G. Schenck®) hergestellt durch EingieBen der Oxy- bzw. 
Carboxyhamoglobinlésung in die 10—20fache Menge Aceton, das 1/,°/, HCl 
enthielt. Es trat augenblicklich Spaltung ein, wobei sich das schneeweibe 
Globin nach kurzer Zeit am Boden absetzte. Das Hamin blieb in Lésung. 
Nach etwa 15 Minuten Stehenlassen wurde abgesaugt, mit Aceton so lange 
vewaschen, bis keine Chlorionen im Filtrat nachzuweisen waren. Das Aceton 
wurde im Vakuumexsiccator tiber P,O; entfernt. Zur Analyse wurde jeweils 
ein kleiner Teil der Globine bei 110° bei 15 mm iiber P,O, zur Gewichtskonstanz 
vetrocknet. 

Die Globine wurden auf Methionin und Cystin nach der von R. Kuhn, 
L. Birkofer und F. W. Quackenbush!) angegebenen Methode analysiert. 


Dem K. Morberga-Fonds sprechen wir fir ein Herrn 
A.Taurins gewihrtes Stipendium unseren besten Dank aus. 
Den Herren Kurt Breitwieser und Hans Stocker danken wir 
fiir die Mithilfe bei den Versuchen. 








Untersuchungen iiber Tumorproteine: 
N- und P-Fraktionierungsversuche 


Von 


P. Rondoni 


(Aus dem Universitaitsinstitut fiir experimentelle Pathologie und aus dem Krebsinstit 
zu Mailand 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juli 1940) 


Wie ich vor Jahren (1933) hervorgehoben habe und eine 
Reihe von Arbeiten aus verschiedenen Quellen immer deutliche: 
nachgewiesen hat, ist das Krebsproblem grundsitzlich ein Pro- 
blem der Proteinsynthese oder im allgemeinen ein Problem des 
Aufbaues der lebendigen Substanz, indem ein funktionell minder- 
wertiges, mehr oder weniger der organismischen Regulierung 
fremdes Zellenmaterial erzeugt wird. Die Bedeutung anderer 
Protoplasmabestandteile auBer den Proteinen ist zwar nicht zu 
verkennen, so z. B. der Lipoide, welche die Zellwinde bilden und 
die Permeabilitat, den Stotfaustausch und letzten Kndes das 
Wachstum beeinflussen sollen, wie unter anderen Willheim und 
Stern bemerken (S. 82) und wie ich selbst einmal (1931) er- 
drtert habe. Die Proteine stellen aber doch die Grundkom- 
ponenten der lebendigen Substanz und die Triger der meisten 
Wirkstofte dar, und jeder Wachstumsvorgang muB mit ihrer Neu- 
bildung einhergehen, wenn auch der Vorgang selbst primar durch 
Eingreifen der formativen Reize an anderen Zellenbestandteilen 
ausgelést wird. So ist es wohl méglich, daB die bekannten krebs- 
erregenden Kohlenwasserstofie zuerst durch die Lipoidbestand- 
teile der Zellstrukturen Eingang in die Zelle finden, solche 
Strukturen desorganisieren und dadurch neue Orientierungen und 
verschiedenartige Verunstaltungen im feinen intrazelluliren Pro- 
teinnetz, d. h. Stérungen der Polaritit und neue Dissymmetrieen 
hervorrufen, die sich wohl im weiteren Aufbau der Proteine aus- 
wirken diirften?). 


') Es sei auf meine Abhandlung: ,,Proteinsynthese und Wachstum’ 
in Ergebn. d. Hyg. 23, 1, 1940 verwiesen. 


































































- Untersuchungen tiber Tumorproteine: N- u. P-Fraktionierungsversuche = 1()8 


Die bedeutendsten Beitrige auf dem Gebiete der Chemie 
der Tumorproteine stammen aus der Kéglschen Schule und 
trachten danach, die Tumorproteine durch eine stereochemische 
| Abnormitét zu kennzeichnen. Es fehlen im biochemischen onko- 
logischen Schrifttum Arbeiten nicht, die sich auf die Natur, Zu- 
} sammensetzung, physikalisch-chemische Eigenschaften usw. der 
F Tumorproteine von anderen, sehr verschiedenartigen Gesichts- 
'punkten aus beziehen; ich brauche nur auf einige gute Zu- 
' sammenstellungen hinzuweisen (z. B. von Willheim und Stern). 

nstit '{n neuester Zeit sind aber die klassischen Methoden der Pro- 
'teinchemie (Fraktionierungen, Aussalzungen, usw.) bei Tumoren 
| weniger in Anwendung gebracht worden; so das ich es 
'als nicht tbertlissig betrachtete, die Frage wieder in Angriff 
zu nehmen und gewisse EiweiBfraktionen aus ‘l'umor und Nor- 


licher 9B ™algewebe vergleichweise zu untersuchen. Hier seien einige 
- Pro- | Ergebnisse mitgeteilt, die durch eine relativ einfache Me- 
n des j thodik gewonnen wurden und spiter erginzt und verfeinert werden 
snder- sollen. 

‘eruns Die meisten Arbeiten auf dem Gebiete der Tumorchemie 
iderer fe Ud des Tumorstoffwechsels stellen Vergleiche zwischen Tumor 


it zy wed verschiedenen Normalorganen- oder Geweben an, ohne Riick- 


nund i sicht auf den Ursprung des Tumors: so z. B. vergleicht man 
s das fe Cuen bestimmten Abschnitt des Stoffwechsels bei der Geschwulst 
n und fe wit demjenigen bei der Niere oder beim Muskel des Trigers 
1) er. fe wad eventuell eines Normaltieres. Das ist prinzipiell falsch und 
Ikom- ( “clit die Ursache so vieler Widerspriiche und Unsicherheiten in 
eisten | (cr biochemischen Geschwulstforschung dar. In der umfang- 
Neu. |e chen Weltliteratur sind die Arbeiten sehr spirlich, die das 
durch @ “schwulstgewebe und das Muttergewebe der Geschwulst selbst 
teilen [e ‘°tgleichen, obwohl dieses experimentelle Verfahren einzig und 
crehs- fe tein richtig und korrekt wire. Die Sache ist noch schlimmer, 
stand. | e224 man eine gewdhnliche transplantable Geschwulst, d. h. ein 
solche  '°Sonders in vivo geziichtetes und sicherlich durch Anpassung 
nund @ °2 neue Ernéhrungs- und Blutversorgungsverhiltnisse verindertes 


Pro. Mp vewebe mit Leber- oder Nierengewebe vergleicht. Wenn man 
iberlegt, wie viele Stoffwechselunterschiede auch zwischen ver- 


aie chiedenen Normalorganen herrschen, erscheint es wirklich als 
}ein logischer Fehler, das Verhalten einer Geschwulst einem be- 
liebigen Normalgewebe gegeniiber zu eichen. Kin Brustdriisen- 
tum’ “Mor diirfte also nur mit normaler Brustdriise in seinem Stoff- 


vechsel, Knzymgehalt, usw. verglichen werden; ein Sarkom, z. B. 








P. Rondoni, 
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ein Jensen-Sarkom, nur mit normalem Bindegewebe derselbey 
‘Tierart (Ratte), nicht aber, wie es 6fters geschieht, mit Ratten- 
Leber oder -Muskel. Auf diesen Uberlegungen fuBend, habe ich 
Benzpyrensarkome (Ratten) mit normalem Haut- und Unterhaut. 
gewebe derselben Tierart, d.h. mit dem unzweifelhaften Mutter. 
gewebe des Tumors, verglichen. Beide Gewebearten, das neo. 
plastische und das normale, wurden stets denselben Extraktions. 
verfahren und Manipulierungen unterzogen. Es sei bemerkt, dag 
die gesamte Haut, mit der diinnen Epithelschicht, zur Unter. 
suchung kam; und so viel wie méglich vom subcutanen Gewebe 
mit den Aponeurosen, Fascien usw. mitgenommen wurde (nur 
die darunterliegenden Muskeln beiseite lassend), um den ganzen 
als Muttergewebe der Benzpyrensarkome zu betrachtenden Ge. 
webekomplex zu verarbeiten. 

Die Sarkome wurden sorgfiltig von den Nachbargeweben 
befreit; jedoch wurde die ganze Haut, die den Tumor deckte, mit- 
genommen, um eine in jeder Hinsicht gleiche gewebliche Zu- 
sammensetzung des zu untersuchenden Materials zu garantieren. 
Solche Gewebemassen wurden einem Extraktionsverfahren etwa 
nach Muster der Untersuchungen von Luck iiber die Leber. 
proteine unterzogen, welches grundsiitzlich in einer vorherigen 
Extraktion mit NaCl-Lisung und nachfolgender Extraktion des 
Riickstandes mit einer NaOQH-Liésung bestand (vgl. genaue An- 
gaben im Versuchsteil). So sind eine kochsalzloésliche EKiweil- 
fraktion und eine alkalilésliche Eiweiffraktion unterschieden 
worden. In einigen Fillen (Verfahren Ib) wurden nacheinander 
zwei verschieden starke NaOQH-Lésungen angewandt, so dab zwei 
alkalilésliche Fraktionen hergestellt wurden. Auf Grund der 
heutigen Kenntnisse iiber Gewebsproteine ist es sehr wahrschein- 
lich, dab die einzelnen, durch solche oder andere physikalisch- 
chemische MafSnahmen getrennte Fraktionen keine vorgebildeten 
chemischen Individuen, eher aus einem einheitlichen, unstabiles 
Komponentensystem kiinstlich losgerissene interdipendente An- 
teile im Sinne Sérensens darstellen. Deshalb erhilt man je 
nach dem Extraktionsverfahren abweichende Resultate. Trotzden, 
wenn verschiedene Materialien nach einer méglichst gleich- 
miBigen Methodik verarbeitet werden, darf man die Ergebnisse 
zu einem vorsichtigen Vergleich verwerten. Vor vielen Jahren 
hat doch Pohl in musterhafter Weise gewisse Probleme der 
pathologischen OrganeiweiBchemie durch einfache, vergleichsweis¢ 
angewandte Fraktionierungsverfaliren studiert. 
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Die Ausbeute an durch die verschiedenen Extraktionsmittel 
aus Geweben ausziehbarem Kiweif ist immer bescheiden (héchstens 


50—60°/, des GesamteiweiBes). Ich hatte aber auch nicht die 
Absicht, alle EiweiBarten, d.h. alle kiinstlichen Teilstiicke des 
juBerst komplizierten Gebiudes vollstiindig zu trennen; ich wollte 
nur orientierenderweise die Verteilung von N und P zwischen 
bestimmten Fraktionen im Tumor- und Normalgewebe unter- 
suchen, sozusagen die N- und P-Disponibilitit gegeniiber be- 
stimmten, in einer gegebenen Reihenfolge und Konzentration an- 
sewandten Lésungs- und Extraktionsmitteln. Einer etwas dhn- 
lichen Untersuchungsrichtung folgte vor Jahren Bolaffi in 
meinem Laboratorium, indem sie die durch verschiedene Mittel 
extrahierbaren Nucleoproteide aus Tumoren und Normalorganen 
studierte. Sie benutzte aber den Miusekrebs (Stamm Ehrlich) 
und einige menschliche ‘'umoren; und der Vergleich geschah mit 
Nieren, Leber, Milz usw., also nicht mit dem Muttergewebe des 
Tumors. Bolaffi widmete iibrigens ihre Aufmerksamkeit ins- 
besondere den Nucleinsiurebestandteilen. 

Im ganzen (vgl. Versuchsteil) kamen 15 Sarkome und 7 Haut- 
Unterhaut-Proben zur Untersuchung. Die Werte weisen selbst- 
verstiindlich eine groBbe Streuung auf, es sind aber gewisse Regel- 
miBigkeiten hervorzuheben, wenn man Mittelwerte betrachtet und 
gewisse Berechnungen ausfiihrt. 

Proteingehalt der Ausziige. Der Gehalt der Extrakte 
an KiweiB-N ist nach der analytischen Tab. A (vgl. Versuchs- 
teil), welche den gréSten Teil der Versuche umfabt, durch- 
schnittlich gréBer bei den Tumoren als bei den Normalgeweben: 
wir kénnen daraus folgende Mittelwerte entnehmen. 


Tabelle I 


(Durchschnitt mg Eiweib-N pro 100 cem) 








Kochsalzextrakt | Alkaliextrakt 


— ; 
a a 29,66 | 29.28 
Haut und Unterhant. 23,11 20.56 


Die kleine Zahl der in der analytischen Tab. B enthaltenen 
Angaben gestattet keine Mittelwerteberechnung. 

Mandarf im allgemeinen annehmen, dab das HKiweif im 
Tumor lockerer als im Normalgewebe gebunden ist. Der 
Tumor scheint verhiltnismiBig mehr extrahierbares EiweiB zu 
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enthalten, das Normalgewebe mehr unextrahierbares Geriist- 


eiweib. Es ist nicht zu vergessen, daB im untersuchten Material 


viel schwer lésliches faseriges Kiweif (Kollagen) enthalten isi, 


welches ebenfalls besonders im Normalgewebe vorherrscht. ‘a 
geringsten Werte weist im Normalgewebe das durch 0,25°/, 
NaOH-Lésung extrahierbare KiweiB aut: hierin stimmen auch li 
wenigen Angaben der analytischen Tab. B itiberein (Analysen 
Haut-Unterhaut 6 und 7 gegen Sarkome 14 und 15). Es handel 
sich hier um eine grdBtenteils an Nucleinséure gebundene Kiweil}- 
fraktion, die als Kernbestandteil eben im kernirmeren Normal- 
gewebe am sparlichsten ist. Wenn wir den Prozentsatz des 
KiweiB-N in Beziehung zum Gesamt-N berechnen, finden wir 
ebenfalls etwas gréBere Werte bei den Sarkomen als bei deu 
Normalgeweben; der EintluB vieler uniibersehbaren stérenden Um- 
stinde (Nekrosevorgange bei den ‘'umoren, unvermeidliche tech- 
nische UnregelmaBigkeiten, usw.) laBt sich aber zu deutlich ver- 
spiiren und schlieBt die Verwertung solcher Prozentsitze aus. 

Kine besondere Bedeutung diirften die Phosphorbestimmungen 
beanspruchen. Da trotz allen VorsichtsmaBnahmen ein Zerfall 
der héheren P-haltigen Verbindungen in den Extrakten vor sich 
geht, habe ich eine Trennung zwischen siureléslichem und pro- 
teingebundenem P beiseite gelassen und das Gesamt-P der Ex- 
trakte bestimmt. Auch der Lipoid-P diirfte hier nicht sehr 
stérend wirken. Ubrigens ist eine nihere Unterscheidung der 
P-Fraktionen weiteren Untersuchungen vorbehalten. 

Die analytische Tab. A ergibt folgende Mittelwerte: 


Tabelle I] 


(Durchsehnitt mg P pro 100 cem) 





Kochsalzextrakt| Alkaliextrakt 


' 

: 

Sarkome.. . : | 1.70 4,55 
H: aut und U setbent. 1.60 9 


Trotz der groBen Streuung der Werte ergeben doch die Kx- 
trakte sehr iibereinstimmende Mittelwerte; nur der P-Gehalt der 
NaOH-Extrakte aus Normalgewebe ist viel kleiner. Am _ besten 
gewinnt man einen klaren Begriff der P-Verteilung, wenn man 
den prozentuellen Anteil der einzelnen Extrakte berechnet, wobel 
der gesamte P-Gehalt beider Extrakte als 100 genommen wird. 
Dies ergibt Tab. III. 
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riist. Tabelle IIT 
arial (Aus analyt. Tab. A des Versuchsteils berechnet) 

ist ‘ 

1)i Von 100 P entfallen auf Von 100 P entfallen auf 
Die - i Haut und 
‘glge ans Kochsalz- Alkali- Unterhaut| Kochsalz- Alkali- 
: die extrakt extrakt extrakt extrakt 
sete 57,8 42,1 65,2 34,7 
det ) 59,3 10,6 2 62,8 37,1 
eif- 54,8 45,1 3 63,6 36,3 

54,2 15,7 63,8 36,1 

mal. | 18.9 51,1 5 63.5 36.4 

de S t {2 6 D7,2 , 6 

wi 13, 56.6 Mittelwerte 63,7 36,1 

™ : 54 54,6 

de r 42.1 57,9 
Phen ( 52,1 17,9 

a 1 49,6 50,3 
_ 2 54,2 15,7 
vel : ” = 
| Mittelwerte 50,3 19.5 
wen Man sieht, daB der P sich ungefahr zu gleichen Teilen in 
rfall len zwei Extrakten bei den Sarkomen verteilt; wihrend bei den 
sich J Normalgeweben wohl zwei Drittel auf den Kochsalzextrakt ent- 
pro- fallen. Die Alkalifraktion ist also bei den Geschwiilsten reicher 
Ex- 7% an P im Vergleich zu den entsprechenden Normalgeweben. 
sehir Die analytische Tab. B ergibt folgende Mittelwerte (Tab. IV), 
der wobei die P-Mengen der zwei Alkaliextrakte zusammengenommen 
wurden: 


Tabelle IV 
(Durchsehnitt mg P pro 100 cem) 





ee oe ce Zwei Alkaliextrakte 
zusammen 
Sarkome . 3,89 4,98 
Haut und Unterhant. 4,32 3,09 








Hier ist das Vorwiegen einer alkalidisponiblen Fraktion 


Kix- des P bei den Tumoren noch deutlicher; wohl weil die Alkali- 

der extraktion ausgiebiger war. Wenn wir, wie oben, den Gesamt-P 

sten als 100 rechnen, erhalten wir die folgenden prozentuellen An- 

man teile (Tab. V). 

obel Mehr als die Hialfte des P ist bei den Sarkomen alkalilés- 

rird. ich; mehr als die Halfte ist bei den Normalgeweben neutral- 
salzléslich: also ganz umgekehrte Verhiltnisse. Bei solchen 
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Tabelle V 


(Aus analyt. Tab. B des Versuchsteils berechnet) 





Von 100 P entfallen auf 
! 
oo ee | Zwei Alkaliextrakte 
| zusammen 
Sarkom is 44,3 | 55,6 
; 14 16,1 | 53,8 
15 11,1 | 58,8 
Haut- und 
Unterhaut 6 55,3 | 44.6 
5 -_ 54 45,9 





berechneten Werten wie in den T'ab. [II und V ist die Streuung 
sehr bescheiden; und ein abschlieBendes Urteil diirfte wohl so 
lauten, daB im Sarkomgewebe alkaliextrahierbare P-Frak- 
tionen im Vergleich zu Normalgewebe reichlicher vor- 
handen sind. Aus der kleinen Angabenreihe der analyt. Tab. 3 
sind insbesondere bei den ‘l'umoren die groBen P-Werte de: 
Alkalifraktion II zu ersehen. 
Die analytischen Tabellen des Versuchsteils enthalten auBer- 
Px 100 | 
N 
der P-haltigen Proteide besser erfaBt. Der P-Gehalt der Ex- 
trakte wurde mit dem Gesamt-N, nicht mit dem HiweiB-N ver- 
slichen; denn in einer solchen orientierenden Untersuchung siné 
am besten die Abbauprodukte der héheren Nucleinsiiure einer- 
seits und der Proteine andererseits mit einzuschlieBen. Wir sehen, 
P x 100 
N 
Mittelwerte aufweist: fiir die Kochsalzextrakte 11,23 bei Sarkomen, 
12,39 bei Normalgeweben; fiir die Alkaliextrakte 12,51 bei Sar- 
komen, aber den niedrigeren Wert 9,25 bei Normalgeweben. 


dem das Verhiiltnis damit wird niimlich die Verteilung 


daB dieser Index nach der analyt. Tab. A  folgende 


Die geringe Angabezahl der analyt. Tab. B gestattet keine 
zuverliissige Mittelwerteberechnung: jedenfalls sind auch hier die 
Indexwerte der NaOH-Extrakte I] aus Normalgeweben deutlicl 
kleiner, als diejenigen derselben Extrakte aus Sarkomgewebe. 
Man kann sagen, daB die alkalilésliche EKiweiBfraktion den einzigel 
deutlichen und regelmiBigen Unterschied im P-Gehalt zwischen 
Tumor- und Normalgewebe darbietet. Der obengenannte Indes 
ist nimlich im Falle der Alkaliextrakte héher fiir das Sarkon- 
gewebe als fiir das Normalgewebe. Es ist wahrscheinlich als0 
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nicht einfach so, daB die Natronlauge eine griéBere Menge von 
| p-haltigen Proteinen aus dem Sarkomgewebe als aus dem sub- 
cutanen-cutanen Gewebe auszuziehen vermag; sondern eher so, 
i dab das Geschwulstgewebe im Vergleiche zu dem normalen 
‘bei der alkalischen Extraktion an P reichere EiweiB- 


stoffe und EKiweiBabbauprodukte liefert. Man darf also 
eine nicht blo& quantitative, sondern auch qualitative Verinde- 
rung gewisser KiweiBfraktionen bei der Tumorbildung vermuten. 
Die in meinen Untersuchungen vorangehende NaCl-Extraktion 
enthillt diese fiir das Geschwulstgewebe charakteristischen Ver- 


haltnisse. Die alkalisch ausziehbare Proteinquote (alkalisoluble 
‘nach Luck) soll weiter untersucht werden; sie scheint nach den 


vorliegenden orientierenden Versuchen die gréBte Aufmerksam- 
keit zu erheischen. Sie besitzt im Tumor einen besonders 


}sauren Charakter und enthilt wahrscheinlich eine gréBere 
| Menge von Nucleinsiiuren, was auf eine stiirkere Beteiligung an 
den synthetischen Vorgiingen (C. Casperson, und Schultz u. a.) 
| hindeuten diirfte. 
| sogar sehr angebracht. 


Tierversuche mit einer solchen Fraktion wiiren 


Versuchsteil 


Die Sarkome wurden durch 3malige subkutane Injektion von je 5 mg 


| Benzpyren (Roche), gelést in dem bei 37° fliissigen Anteil kiiuflichen Specks, 
_ bei Ratten hervorgerufen. Nach der Behandlung (die 20 Tage dauerte) lieB 
|} man die Tiere in Ruhe; 4 
| Sarkome beobachtet, die zur Verarbeitung kamen. Die Tiere wurden durch 
_ Halsschnitt getétet und entblutet. Dasselbe geschah fiir die Tiere, die das 

Normalgewebe (Haut-Unterhaut nach den angegebenen Richtlinien) lieferten. 


6 Monate spiiter wurden bei fast allen groBe 


Extraktionsverfahren I. Die Gewebemasse wird gewogen (meistens 
wurden 20—-30 g verarbeitet), dann fein zerschnitten und mit Glaspulver 


; gemahlen. Diese Manipulierungen diirfen nicht mehr als '/, Stunde dauern. 


Der Brei wird mit der 10fachen Gewichtsmenge einer 10°/,igen NaCl-Lésung 
versetzt; nach 4—5 Stunden Aufenthalt im Eisschrank wird dureh Papier 
‘ohne Druck) filtriert. Der Riickstand wird mit der 5fachen Gewichtsmenge 
auf das urspriingliche Gewicht des verarbeiteten Gewebes bezogen) der- 
selben NaCl-Lésung versetzt und iiber Nacht auf Eis gestellt. Filtrieren: Die 
Filtrate werden vereinigt und bilden den Kochsalzextrakt (kochsalz- 
ljsliche Fraktion). Solche Extraktion dauert also im ganzen 24 Stunden 


und wird in zwei Schiiben ausgefiihrt. 


Der Riickstand wird mit der 10fachen Gewichtsmenge (Ursprungs- 
gewicht des Gewebes, vgl. oben) einer 0,25°/,igen NaOH-Lésung versetzt; 
bleibt iiber Nacht auf Eis; wird dann filtriert. Dem Gewebebrei werden 
weitere 5 Gewichtsteile der NaOH-Lésung zugesetzt; 4—5 Stunden im Eis- 
‘chrank, dann filtrieren. Die alkalische, ebenfalls in zwei Schiiben ver- 


laufende Extraktion hat im ganzen 24 Stunden gedauert, die betreffenden 
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Filtrate werden vereinigt und bilden den Alkaliextrakt (alkaliléslich, 
Fraktion). 


Extraktionsverfahren II. Kin nur in wenigen Fiillen erprobtes Vey. 
fahren bestand darin, die Kochsalzextraktion auf einmal mit der 15-fachey 
Grewichtsmenge Salzlésung auszufiihren. Es wurde dureh mehrere (raze. 
schichten anstatt durch Papier filtriert. Man wollte niimlich so viel wie 
méglich von den mit neutralen Salzlésungen ausziehbaren Eiweibkérpen 
beseitigen und das feste GeriisteiweiB besser untersuchen. Diese in de, 
Protokollen als Verfahren Ila bezeichnete Verarbeitungsmethode, die gic) 
als unzuverlissig erwies, gebe ich nicht wieder. Die Methode wurde weite; 
abgeiindert, eine doppelte Extraktion mit verschieden konzentrierten Na(QI!. 
Lésungen wurde eingeschaltet. Dieses Verfahren IIb wurde schlieflic) 
so ausgefiihrt: das wie oben gewogene und gemahlene Gewebe wurde mit 
der 15-fachen Gewichtsmenge einer 10° ,igen NaCl-Lésung versetzt; 4 Std, 
auf Eis; dann filtrieren durch mehrere Gazeschichten, die Masse gut aus. 
pressen: das Filtrat ergibt den Kochsalzextrakt. Der Riickstand wird 
mit der 15-fachen Gewichtsmenge (Ursprungsgewicht des Gewebes, vel. oben 
einer 0,1°/,igen NaOQH-Lésung iiber Nacht (ung. 18 Std.) im Eisschrank 
extrahiert: Filtrieren durch Papier, das Filtrat bildet den Alkaliextrakt |. 
Der Riickstand wird mit der 15-fachen Gewichtsmenge (wie oben) einer 
0,25" ,igen NaOH-Lésung versetzt; bleibt tiber Nacht (24 Std.) auf kis; 
Filtrieren durch Papier, das Filtrat bildet den Alkaliextrakt II. 

Aktuelle Reaktion der Extrakte: p,, (elektrometrisch gemessen) (der 
Kochsalzextrakte 77,2; pq der mit 0,25°),iger NaOH-Lésung hergestellten 
Extrakte 12—12,2; py der mit 0,1°/,iger NaOH-Loésung hergestellten Ey- 
trakte (Verfahren I[b) 10,8—10,9. 

In jedem Extrakt wurden nach Kjeldahl Gesamt-N und durch 
Trichloressigsiiure (Endkonzentration 10°/,) nicht fillbarer N_ bestimmt: 
dureh Differenz wurde der Eiweib-N berechnet. AuBerdem wurde P (nach 
Neumann-Gregersen, der Darstellung von Lockemann folgend) be- 
stimmt. Alle Werte wurden auf 100 cem Extrakt bezogen. Es lag mir 
daran, nicht absolute Mengen der Eiweiffraktionen zu bestimmen, cher 
relative Mengenverhiltnisse der durch Kochsalz oder Alkali ausziehbaren 
Proteine festzustellen und insbesondere das Verhiltnis P/N zu _ kennen, 
d. h. die relative Disponibilitit von P und N der untersuchten Gewebe 
jenen Lésungsmitteln gegeniiber. 

Einige Versuche wurden angestellt, um zu sehen, ob das Verweilen 
der Extrakte bei Eisschranktemperatur an und fiir sich eine Aufspaltung 
der Eiweibkérper und eine deutliche Verschiebung des Verhiiltnisses 
oe ae 
Speers: brachte. Ich konnte nie solehen EiweiBabbau in den Extrakten 
aus ‘Tumoren und Haut (bis 40 Stunden seit der Herstellung) feststellen. 
Der hohe Salzgehalt oder die stark alkalische Reaktion, ebenso wie die 
niedrige Temperatur, diirften der Autolyse (Kathepsinwirkung) entgegen- 
wirken. Bei einem als Vergleich herangezogenen, ebenfalls mit 10°), iger 
NaCl-Liésung hergestellten Leberextrakt konnte doch nach 24stiindigem 
Verweilen auf Eis eine gewisse Zunahme des nicht koagulablen Stick: 
stoffes beobachtet werden. Es ist dies auf den groBen Reichtum diese: 
Organs an autolytisehen Enzymen, vielleicht auf besondere Verdaulichkeit 
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Analytische Tabelle : 
Nach Verfahren I verarbeitetes Material 
Gehalt in Milligramm pro 100 cem Extrakt ausgedriickt 


u. P-Fraktionierungsversuche 


Lil 








(rewebe 


Sarkom 


t u. Unterhaut 





l 58,8 | 
2 | 60,20 | 
3 48,30 | 
4 40,30 | 
D 39,23 
6 42,03 
ri 40,91 | 
S 30,19 
4) 29,62 
0 39,3 

1 41,51 
2 32, 

] 51,80 
2 48,86 
3 31,58 
| 21,01 
5 40,28 


2 | 


NaCl-Extrakt 


(;esamt-N 


32,6 

43,82 
3! 5,28 
39,30 
61,58 
26,34 
27,04 
34,0 


44,76 
45,46 


36,68 
22.07 
18,98 
30,04 





A, _ A 
— ) a, 
et | lg 
44,5 391 9,09 
33,88 | 7,55 | 12,52 
33,18 | 4,81) 9,95 
21,40 | 4,05 10,04 
| 27,46 | 4,55 11, D 
| t 30,26 3,25 ip ‘ 
| 34,29 15,53 13,5 
| 24,62 | 3,45, 11,4 
| 22,02 | 3,28 | 11,07 
| 29,68 | 5,37 13,7 
| 30,80 | 3,7: 8,9 
23,05 | 9,51 | 15,5 
27,87 | 5,08 98 
27,86 4,62 45 
2( 190 4,03 < 2,é 
13,41 | 3,12 11'S 
25,50 | 6,16 | 15,2 


Analytische Tabelle B 
Nach Verfahren Ilb verarbeitetes Material 
Gehalt in Milligramm pro 100 cem Extrakt ausgedriickt 


43.01 | : 


33,08 | 2 
37,80 | 


NaQOH-Extrakt 


22,82 
25,20 
15,53 
12,18 
27,10 


_|A 

pji=8 

x | § 

3,90 | 11,96 

5,17} 11,79 

3,96 | 11,22 
3,42 | 8,7 
4,75| 7,7 
4,35 16,1 
7,23 | 26,7 
| 4,15 | 12,2 
4,52 | 10,5 

| 4,94 | 11,05 
3,76 | 8,2 

4,65 | 14,06 

2,41} 7,16 


2,73 | 7,44 


2,30 | 10,4 
1,77 | 9,5 
3,93 | 11,7 








nicht besonders bezeichnend. 








NaCl-Extrakt NaOH-Extrakt I NaQH-Extrakt [] 
Gewebe Z| Z -|41 4! 2 7 | lo 4 
2 | of Sieh + wt Siete | a Sis 
= — P =| = = — p Sig = = po-a 
m X\$] & |) gs “iat S| & x 
© s py | @ © A, | 2 L “~ Ry |S 
ce io] os | & So | wR < 
Sarkom 13 27,39) 3,93) 14,3 [26,13) — (3,24 12,4] 5,18 1,69) 32,6 
14 ]23,82 17,90/4,07 17,0 115,48) 14,12'2,27 14,3 [15,13 11,70/2,50, 16,5 
15 [18,49 13,41 3,68 19,8 18,49 13,78)1,50) 8,1 [22,77 19,27/3,76) 16,5 
Haut und | 6 7,23 10,48/3,96, 22,9 15, 13 11,21)1,96 12,9 112,19 8,76)1,24 10,1 
Unterhaut { 7 [35,37 /24,97/4,69, 13,2 ]24,31 17,24 3,02 12,4[10,58 9,01/0,97) 9,1 
Bemerkung: Die NaOH-Extrakte wurden manchmal mit verdiinnter 
| Essigsiiure sauer (ungefihr py 4) gemacht, um die siiurefiillbare Protein- 
(uote zu trennen und deren N zu bestimmen: die Resultate waren aber 
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Agegregationsvorgiinge statt, die gewisse héhere EiweiBabbauprodukte in; 
Bereich der Trichloressigsiiurefiillung ziehen). 

Jedenfalls sind die EiweiB-N-Werte der Tumor- und Haut—Unterhaut- 
ausziige gréBtenteils als nicht postvital entstandene zu betrachten; sie 
diirften wohl die Verhiltnisse im gesunden oder nekrotischen Gewebe 
wiihrend des Lebens wiederspiegeln. 
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der auch im Leben grofen quantitativen Schwankungen unterzogenen Leber- 
proteine und auf andere, nicht enzymatische Umstinde zuriickzufiihren. \j; 
Tumor- und Normalhautgewebe sind im Gegenteil manchmal eher seh; 
kleine Zunahmen des Eiweif-N beobachtet worden, denen vorliufig keine 
Bedeutung beizumessen ist (vielleicht finden spontane, rein physikalische 










Leber. 


n. Mit 
r sehr 
- keine 
St Uber die antineuritische Wirksamkeit 
ALE IDs e . 
von Vitamin B,-Homologen und -Analogen 
rhaut- Von 
oy oe Fritz Schultz 
ewebe 


‘Aus dem Physiologischen Laboratorium der I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld) 
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Trotzdem seit 3 Jahren der Konstitutionsbeweis und die Syn- 
3, H 4, these des Aneurins vorliegen, blieb bis heute die Frage nach der 
antineuritischen Spezifitat dieses Vitamins offen. Stepp, Kihnau 
und Schroeder?) fassen die bisher veréffentlichten experimentellen 
Krgebnisse folgendermaBen zusammen: ,,EKs gibt nur ein Vitamin B, 
in der Natur. Auch auf synthetischem Wege ist es bisher nicht 
‘hung, — gelungen, vollwirksame Analoga oder Derivate des Aneurins zu 
- erhalten; schon kleinste Abwandlungen des Aneurin-Molekiils be- 
dingen weitgehenden oder volligen Verlust der biologischen Wirk- 
samkeit.“* Auch Laquer?) berichtet: ,,lm Gegensatz zu anderen 
Vitaminen scheint bei dem antineuritischen eine strenge Spezifitat 
mu bestehen. Ahnlich gebaute Koérper sind bisher als wirkungslos 
befunden worden.*‘ Gleicher Ansicht ist Schmelkes?*), der dem 
Thiamin eine ,,exceptional specificity’ zuspricht. 

Diese Meinungen griinden sich offenbar auf die Arbeiten von 
Todd und Bergel‘), auf die spater noch naher einzugehen ist. 
Diese Forscher stellten eine Reihe wichtiger Abwandlungsprodukte 
des Aneurins dar; bei der biologischen Priifung an der Ratte nach 
der elektrokardiographischen Methode von Birch und Harris 
zeigte keine der Verbindungen meBbare Vitaminaktivitét. Zwar 
deuten Todd und Bergel die Méglichkeit der Existenz gewisser 
antineuritisch wirksamer Homologer an, ohne aber einen experi- 
mentellen Beweis fiir ihre Theorie zu liefern. 

Demgegeniber werden wir in der vorliegenden Arbeit 
zeigen, dab die Vitamin-B,-Wirkung nicht auf einen ein- 
zigen Stoff beschrankt ist, sondern einer ganzen Gruppe 
chemisch verwandter Verbindungen — in erster Linie 
direkten Homologen und Analogen des Aneurins — zu- 
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kommt. Dabei beschrinken wir uns bewuBt auf solehe Abwand.- 


lungsprodukte, die das Grundskelett des Vitamins B, unverinder 
enthalten. Wir verzichten also auf die Besprechung der biologische; 
Auswertung von Spaltstiicken, B,-ahnlichen Verbindungen, in dene, 
beispielsweise die die beiden Ringe verkniipfende Methylenbriick: 
in anderer als in der 5’-Stellung des Pyrimidins eingreift, oder von 
,,Heterovitaminen™, in denen eines der beiden Ringsysteme dure}; 
ein anderes ersetzt wurde. 

Die nachstehend aufgefiihrten Verbindungen wurden von den 
Herren Dr. H. Andersag und Dr. Kk. Westphal im chemischer 
Forschungslaboratorium des Elberfelder Werkes synthetisiert. 


Test. Das klassische Testtier fiir Vitamin B, — also fiir di 
antineuritische Wirkung an sich — ist die beriberikranke Taube. 


Dieser viel kritisierte Test, der in den letzten Jahren dureh ein- 
fachere und schnellere Methoden ersetzt wurde, hat trotz seiner 
Umstindlichkeit und gelegentlichen Ungenauigkeit einen unschatz- 
baren Vorteil: er ist spezifisch und bewahrt vor grundlegende: 
Irrtiimern und Fehldeutungen®®‘). Dies ist vor allem dann von 
entscheidender Bedeutung, wenn — wie im vorliegenden Falle — 
die antineuritische Wirksamkeit von Substanzen ermittelt werden 
soll, die mit dem natiirlichen Vitamin B, nicht identisch sind, iiber 
deren Wirkungsweise und Dosierung also nichts vorausgesagt 
werden kann. Die Methodik hat ihre Leistungsfaihigkeit und Zu- 
verlissigkeit fiir den Chemiker bereits in zwei entscheidenden 
Stadien unter Beweis gestellt: sie fiihrte uns zur erstmaligen Iso- 
lierung des krystallisierten Vitamins B, 8) und spater zur Syn- 
these’). 


Methodik. Die Art der Durchfiihrung des kurativen Tauben- 
testes mit den notwendigen Kautelen haben wir in einer friiheren 
Arbeit ausfithrlich beschrieben®). Saimtliche Substanzen werden 11 
waéBriger Lésung subcutan unter dem Fliigel injiziert, und zwar 
nach dem Prinzip der steigenden Dosierung bis zur Ermittlung des 
Schwellenwertes der Wirksamkeit. Man tastet sich also an die 
Dosis curativa heran. Praktisch iiberzeugt man sich meist erst 
durch einen Stichversuch, in welechem Bereich eine Wirkung zu 
erwarten ist. Liegt dieser beispielsweise zwischen 50 und 150 y, 
so beginnt man mit etwa 40 y; wird im Verlauf von 2 Stunden 
keine wesentliche Besserung beobachtet, so injiziert man weitere 
20 y, nach abermals 2 Stunden gegebenenfalls nochmals 20 y. 
Wurde mit dieser Gesamtmenge von 80 y viéllige Heilung der 
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Beriberi fiir z. B. 4 Tage erzielt, so errechnet sich definitionsgemaB 
nach der Formel 

1 Taubeneinheit = ;— ore viens 
Zahl der Heilungstage 

fir diese Substanz eine Wirksamkeit von 1 Einheit = 20 y. (Die 
Taubeneinheit fiir Aneurin betrégt 2,5 y, wihrend die internationale 
Kinheit auf 3 y festgesetzt ist.) 

Diese Art der Berechnung, die auf der annahernden Proportio- 
nalitit zwischen Dosis und Heilungsdauer basiert, gilt erfahrungs- 
cemiB nur in der Nahe des Schwellenwertes, also kurz oberhalb 
der ermittelten Heildosis. Die Methode liefert bei Anwendung von 
cenugend Tieren und gut wirksamen Praparaten recht genaue 
statistische Mittelwerte. 

3eurteilung. Die biologische Durchpriifung der im experi- 
mentellen Teil besprochenen Aneurinhomologen und -analogen er- 
cibt grundsatzlich drei verschiedene Wirkungstypen, die aber natur- 
cemaB nicht scharf gegeneinander abgegrenzt sind, sondern flieBende 
Ubergainge zeigen: die erste Gruppe umfaBt diejenigen Substanzen, 
mit denen man — in Dosen oberhalb der Reizschwelle — bei simt- 
lichen eingesetzten Tieren eine echte Heilung der Beriberi erzielen 
kann. Die zweite Kategorie enthilt die Verbindungen, denen 
keinerlei antineuritische Wirkung mehr zukommt. Zwischen diesen 
beiden Gruppen liegt nun die groBe Zahl von B,-Analogen, denen 
eine mehr oder weniger groBe Wirkung nicht abgesprochen werden 
kann, die aber nach Heilungsverlauf und Wirkungsweise sich bald 
der ersten, bald der zweiten Gruppe nihern. Die Beurteilung 
solecher Stoffe kompliziert sich also infolge mangelnder Spezifitit. 
Sie unterscheiden sich in ihrer Wirkung manchmal kaum noch von 
dem scheinbaren antineuritischen Effekt gewisser Verbindungen, 
die mit der Struktur des Aneurins nicht mehr das Mindeste gemein 
haben). Es ist einleuchtend, daB gerade die fiir diese 
Gruppe gegebenen Zahlen — also Prozentsatz der geheil- 
ten Tiere und Dosierung — keinesfalls als mathematische 
GréBen aufgefaBt werden dirfen, sondern daB es sich 
hier nur um gréBenordnungsmabige Néiherungswerte 
handeln kann. Dazu kommt, da8 bei der Priifung so vieler Ver- 
bindungen die Anzahl der zur Verfiigung stehenden Versuchstiere 
naturgemaB zu gering ist, um eine scharfere Abgrenzung durch- 
zufiihren. 

Zum Verstiindnis der nachfolgenden Tabellen, die unsere Ver- 
suchsergebnisse in gedringter Form enthalten, ist 1m einzelnen 
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folgendes zu bemerken: der ,, Priifungsbereich* der Praparate 
ist verschieden je nach der gefundenen Wirksamkeit; wurde schon 
mit etlichen Gamma bei sémtlichen Tieren eine sichere Wirkung 
beobachtet, so eriibrigte sich im allgemeinen die Priifung hoéherer 
Dosen. Die obere Grenze der angewandten Mengen liegt im all- 
gemeinen bei 1—2 mg, wurde jedoch bei Vorliegen eines besonderen 
Interesses ausnahmsweise bis auf 32 mg gesteigert. Vielfach muBte 
bei Praparaten, bei denen an sich eine héhere Dosierung erwiinscht 
gewesen wire, aus Mangel an Substanz darauf verzichtet werden. 
In diesem Falle ist mit der Méglichkeit zu rechnen, dai eine Unter- 
dosierung vorliegt, daB also eine Erhéhung der verabreichten Menge 
vielleicht doch zur Heilung simtlicher Tiere gefiihrt hatte, wodurch 
die Substanz aus der Gruppe 2 in die Gruppe 1 hiniiberwechseln 
wirde. 

Die Proportionalitat zwischen Dosis und Wirkung ist 
bei den einzelnen Aneurinanalogen durchaus nicht einheitlich; sie 
ist im allgemeinen um so besser, je naher nach Konstitution und 
Wirkungsgrad die Substanz dem echten Vitamin B, steht. Je 
unspezifischer der Stoff, desto groéBer wird die Spanne, innerhalb 
der Heilungen beobachtet werden. Dieser Mangel an Spezifitit 
kann bis zu einer paradoxen Wirkung fiihren, wie wir sie bei dem 
Praiparat Nr. 9 beobachteten: mit Gaben von 5—60 y wurden 66°/, 
der eingesetzten Tiere (6) geheilt, wahrend nach Verabreichung 
von 80—8000 y nur 10°/, der Tiere (10) gesund wurden. 

In der Spalte ,,Wirksamkeit** findet sich nur dann eine Zahlen- 
angabe, wenn mit der betreffenden Substanz bei entsprechender 
Dosierung simtliche eingesetzten Tiere, also 100°/,, geheilt werden 
konnten. In diesem Falle wurde in der beschriebenen Weise aus 
dem Quotienten von Heilungsdosis und Heilungsdauer die Grobe 
der Taubeneinheit fiir den betreffenden Stoff errechnet. Nur in 
diesem Falle kann also von einer echten antineuritischen 
Wirkung im Sinne des Vitamins B, gesprochen werden. 
Je weiter sich der Prozentsatz der geheilten Tiere von 100 entfernt, 
desto geringer die Spezifitat (vorausgesetzt, daB nicht unterdosiert 
wurde). Erst in zweiter Linie ist die Intensitét der Wirkung zu 
beriicksichtigen, die durch die Gewichtsmenge pro Kinheit aus- 
gedriickt wird. 

Wichtig fiir die richtige Beurteilung des Einzelversuches ist 
die Unterscheidung zwischen Pseudoheilung und echter Hei- 
lung®). Bekanntlich gelingt es mit den verschiedensten Substanzen, 
den Beriberikrampf der Taube voriibergehend zu bessern oder 
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scheinbar zu heilen; eime solche Pseudoheilung halt aber vielfach 
yur wenige Stunden an und ist dadurch gekennzeichnet, daB der 
urspringliche Krampf durch haufiges Zuriickbiegen des Kopfes oder 
Herumschwenken der Taube im Kreise wieder ausgelést werden 
kann. Dies ist bei echter Heilung nicht der Fall. Als echte Heilung 
gilt bei uns nur eine solche, die wenigstens 24 Stunden anhalt, ohne 
daB waihrend dieser Zeit der Krampf durch a&uBere Einwirkungen 
wieder auslésbar ist. Dabei ist aber zu beachten, dab auch die 
wahre Beseitigung der Polyneuritis durch das Aneurin selbst oder 
hochwirksame Homologe iber ein Stadium fiihrt, das dem der 
Pseudoheilung gleicht. Doch dauert dieses bei solchen Stoffen bei 
genigend hoher Dosierung nur kurze Zeit, um dann sofort in eine 
echte Heilung itberzugehen. Je unspezifischer die Substanz, desto 
linger dauert im allgemeinen dieses Vorstadium der ,,falschen 
Heilung’’, mitunter tagelang. Ahnliches kann bei Unterdosierung 
velegentlich beobachtet werden. 

Der Eintritt der Heilung erfolgt beim Aneurin und seinen 
wirkungsvollsten Analogen meist innerhalb 1—5 Stunden. Die in 
der betreffenden Spalte der Tabellen fiir die Analogen gegebenen 
Zahlen sind cum grano salis aufzufassen, da die Tiere waihrend der 
Nacht nicht beobachtet werden konnten; wird ein Versuchstier 
beispielsweise nach 4 Stunden, aber gerade nach ArbeitsschluB 
gesund, so ist dies erst am nichsten Morgen, also erst 14 Stunden 
spater, festzustellen, so daB an Stelle der Zahl 4 nunmehr die 
(falsche) Zahl 18 erscheint. Trotzdem vermittelt die betreffende 
Spalte der Tabelle ein ungefihres Bild von der Intensitat der 
Wirkung jedes Praparates und darf fiir die Beurteilung nicht auBer 
acht gelassen werden. 


Experimenteller Teil 


In den folgenden Tabellen finden sich die mit dem kurativen 
Taubentest ermittelten Werte fiir die antineuritische Wirksamkeit 
von 39 Homologen und Analogen des Vitamins B,. 

Die gepriiften Verbindungen sind klassifiziert je nach dem Ort 
im Molekiil, an dem eine Anderung der Substituenten gegeniiber 
dem echten Vitamin B, vorgenommen wurde (in den Tabellen 
durch Fettdruck gekennzeichnet). Nach diesen Gesichtspunkten 
ergeben sich zwanglos 5 Klassen: 

A. Anderung der Substituenten im Pyrimidinring. 

B. Anderung der Substituenten im Thiazolring. 

. Anderung der Substituenten in beiden Ringsystemen. 


C 
D. Anderung am Thiazol-Schwefel, bzw. an der Methylenbriicke. 
FE. Ester. 
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substituiert wie Aneurin; Verkniipfung der Ringe durch Athylenbrii 
substituiert wie Aneurin: Thiazolschwefel ersetzt durch Selen 
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O ni «Hel 
Aneurin: N | | 
; CH,—\ , /-NH \ g / CH: CH,—OH 
l'ahe 
0/ Ss Z, ' : i“ oS6 . 
relz- Priifungs- Dosis fo alz | Geheilt i ie ee 
Mt Anzahl] ; , der keit 
mnkt | moi, bereich curativa satelite nach ponte 
Tauben geheilten] q 1 TE 
oni Stunden 
head y Y liere Y 
» -OH 959 30 5—15 5—10 100 2—5 2,9 
LOH Foxe 39 5—10 5-10 100 2.3 2,1 
1 OW By 6 10-30 20-30 100 3—4 7,7 
2 OH Foy: 6 10-30 20-30 100 83 
2 OH FBoog 5 100-1000 500-800 30) 623 
2 On S 100-1000 200-1000 100 $5 55.0 
2 - OH 94? 12 400—-8 000 6 00O—-8 000 LOO 3—6 2000,0 
2 -OH 949 13 40 000—-70000 | 40000-—-70 000 100 3—23 11 800,0 
» ON Bias9 10 300--3000 | 2000—3000 100 3.5 536.0 
Taba 
| 297 6 5-60 15-60 66 1-16 
H 939 12 100-2000 500-2000 100 316 390.0 
295 y 30012000} 1500-12000 62 5—2] 
SH Bis 6 500-700 0 
CT io93 6 100-6000 | 3000-6000 100 3.99 775s 
Br oy 6 100—700 20()—700 83 3.15 
MH, Bos 6 100-1000 | 400—s00 66 12-35 
— 0-999 7 100-6000 -}| 1000-6000 100 3.50 1 000.0 
935) 6 100—-18000 0 
268 5 100-1000 600 2) 20-25 
Hi, 25] 13 100-4000 600—3 000 38 2125 
904 15 100-2 100 500 20 6-20 
OH Bio 18 5-1000 10-30 100 99 5.0 
, OH Bie23 8 100-500 300-500 100 4—23 91,0 
ii B93 7 150-—-800 300—800 100 4—-23 205.0 
256 5 1 000—1 800 1 800 20) 22—-25 
296 6 400—32000 0 
248 8 100—-2000 0 
306 7 1 000—4000 1000 43 24-28 
Tab 
‘OH 29) 24 5—-1 OOO L0—30 100 2—-19 5,0 
OW Big 6 100-400 300——400 100 3.6 177,0 
251 7 100-2000 400 14 18 
Tabé 
ylenbri 935 12 100-6 000 400—1 000 100 G6—24 200,0 
203 12 10--1200 15-700 50 1—47 
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,, Wirkungsskala**‘ 
— Die Ester werden ans 


Diejenigen Verbindungen der T'abellen A bis D, die volle anti- 
neuritische Wirkung, also Heilung saémtlicher eingesetzten Ver- 
suchstiere zeigen, sind in einer besonderen 
einmal iibersichtlich zusammengefaBt. 


noch zu erérternden Griinden gesondert besprochen. 


Die Tabellen A—D enthalten 16 Verbindungen, mit denen es 
gelingt — wenn auch in sehr verschiedener Dosierung — die Tauben- 


beriberi vollstaéndig zu heilen. 


noch 


Es gibt also, im Gegensatz zu der 


der Literatur zum Ausdruck kommenden Anschauung, eine 
ganze Reihe von Stoffen mit Vitamin-B,-Wirkung, die 


durch die teilweise hochaktiven 
Homologen noch erganzt wird (vgl. Tab. FE). 


Angaben im einzelnen ersichtlich, 


bindungen der gleiche. 


Diese in der nachfolgenden 
gefaBten Substanzen sind geordnet nach der Intensitat ihrer 


Ester 


des Aneurins und seiner 


Der Heilungsverlautf 
ist jedoch, wie schon aus den vorhergehenden experimentellen 


,, Wirkungsskala** 


keineswegs fiir alle diese Ver- 


zusammen- 
anti- 


neuritischen Wirkung; die erste Spalte der Tabelle gibt den Ver- 
gleich mit der Wirksamkeit des Aneurins, die gleich 1 gesetzt wird. 


Wirkungsskala der im Taubentest voll-wirksamen B,-Analogen 
(unter Ausschlu& der Ester) 
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28 5 | 2’C, H., t’-NH, 
2 7,7 2-CH, -CH, CH,, 4’-NH, 
9 a} o- CH, N 
3 8,3 | 2’ “cH, CH 1’-NH, 
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22 91 | 2’-CH,, t’-NH, 
29 177 | 2’-C,H,, 1’-NH, 
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m 9 2’-CH,, 4’-NH, 
1 200 | Briicke: — 
10 320 | 2’-CH,, i’-NH, 
8 536 | 2’-CH,, 4’-NH - CH, 
3 775 =| 2’-CH,, 1’-NH, 
16 1000 | 2’-CH,, 1’-NH, 
6 2000 | 2’-CH,, 4’-NH,, 6’=-CH, 
7 411800 | 2’: ohne, {’-NH.,, 6’-CH, 
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Die Ester. Bei der biologischen Priifung der Cocarboxylase*) 
machten wir erstmalig eine Feststellung, die in mehr oder weniger 
hohem Ma8e auch fiir andere Aneurinester gilt: Sie zeigen einen 
gegeniber dem natiirichen Vitamin B, verschobenen Wirkungs- 
mechanismus. Wir fanden, daB bei der Berechnung der Wirksam- 
keit der Cocarboxylase ginzlich verschiedene Werte erhalten 
werden, je nachdem, ob man einmalig eine wirksame Dosis ver- 
abreicht oder in der fiir das Aneurin iiblichen Weise die Dosen 
von unterschwelligen Werten bis zur Wirkung steigert. 

Nach der letzteren Methode erhielten wir bei der Priifung der 
Cocarboxylase an 22 Tauben einen Wirkungsgrad von 8,8 y pro 
Taubeneinheit, wahrend sich nach Applikation der einmaligen Dosis 
von 10y an 14 Tauben errechnete: 1 Emheit =1,7 y. Dieser 
crundlegende Unterschied besteht beim Vitamin B, nicht; wir 
fanden statt dessen sogar eine geringe Verschiebung in entgegen- 
cesetzter Richtung, die aber innerhalb der Fehlergrenzen liegt: 
Wihrend bei Applikation steigender Dosen in grofen Versuchs- 
relhen eine Kinheit = 2,5 y ermittelt wurde, ergaben 14 Tauben bet 
einmaliger Verabfoleung von 10 y subeutan 1 Einheit = 3,0 y. 

Diese fiir Cocarboxvlase und einige andere Ester festgestellte 
Diskrepanz hat zwei Ursachen: erstens ist die Wirkung der Kster 
eine protrahierte, wie sich aus der Gegeniiberstellung der pro Dosis 
erzielten Heilungstage ergibt; zweitens setzt die antineuritische 
Wirkung gegeniiber dem Aneurin verzégert ein. Wenn wir also in 
der tblichen Weise nach Verabfolgung einer scheinbar unter- 
schwelligen Dosis nach 11/,—2 Stunden bereits eine zusatzliche 
Menge injizieren, so ist der erste Schub des langsamer wirkenden 
Esters noch gar nicht zur Auswirkung gekommen. Es scheint also 
im Organismus zuerst eine Verseifung der Ester stattzufinden 
bevor sich der eigentliche antineuritische Effekt entfalten kann. 

Die folgenden Gegeniiberstellungen mégen die besprochenen 
Bbeobachtungen belegen: 


Cocarboxylase, subcutan injiziert in steigenden Dosen bis zur Wirkung 

















Verdiinnung | Zahl der Tauben | Durchschn. Heilungsdauer | Wirksamkeit 
unverdiinnt 6 10,0 Tage 1E= 1007 
1:1 4 90, LE= 91y 
1:5 6 ins (Cy 1E 7,9 7 

1: 50 G 2,7 1E= 83y7 

22 8,2 Tage [1E= 887 








*) Die Cocarboxylasepraparate sowie das spater erwahnte ..Monophos- 
phat‘ stammten von Herrn Prof. K. Lohmann, Berlin. 
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Cocarboxylase, einmalige Gabe von 10 y 
























Eintritt 
va aia Zahl Durchsehn. . ™ ; 
ce ; der Heilun amke 
Applikation der Tauben | Heilungsdauer masts & | Wirksamkeit 
subeutan 6 5,7 Tage 4—69 Stunden] 1E= 18 y 
per os S Sie 2—28 “g 1E : 1,6 » 
14 5,9 Tage LE=17y 


Zum Vergleich wurde an denselben ‘lagen (um _ eventuelle 
Witterungseinfliisse auszuschalten) Vitamin B, in emmaliger Do- 


slerung geprift: 


Aneurin, einmalige Gabe von 10 y 








Zahl Durchsel ee 
Applikation na woousca. | der Heilung | Wirksamkeit 
der Tauben | Heilungsdauer nak 
subeutan 6 3,2 Tage 1—6 Stunden} 1E= 3,1 y 
per os 8 D4 gs 2—-16 Stunden] 1 E = 2,97 
14 3,3 Tage LE =3,0y7 














Finmalige Gaben von 5 y erwiesen sich sowohl fir Aneurin 
wie fiir Cocarboxylase als unterschwellig: von je 10 Tauben wurden 
durch 5 y Aneurin 5 Tiere, durch 5 y Cocarboxylase nur 3 Tier 
geheilt; die iibrigen starben im Krampf. 

Diese je nach der Methodik unterschiedlichen Resultate er- 
kliren auch die gegensatzlichen Bemerkungen in den_ beiden 
Arbeiten von K. Lohmann!” !"), dessen Praparate seinerzeit in 
unserem Laboratorium auf antineuritische Wirksamkeit geprilt 
wurden. 

Aus der obigen statistischen Gegeniiberstellung erhellt a) die 
protrahierte Wirkung der Cocarboxylase gegeniiber dem Aneurin 
bei Verabreichung gleicher einmaliger Dosen; sie zeigt sich einmal 
in der Linge des krampffreien Intervalles (5,9 gegeniiber 3,3 Tagen), 
zum anderen findet sie gemif der Berechnungsformel ihren Aus- 
druck in der GréBe der errechneten Taubeneinheiten; b) der ver- 
zogerte Eintritt der Heilung bei Cocarboxylase; ¢) eine ausgezeichi- 
nete Ubereinstimmung der Wirkungen nach subcutaner bzw. oraler 
Verabfolgung. 

Diese bei der Cocarboxylase gewonnenen Erkenntnisse miissen 
natiirlich auch bei der Priifung anderer Abwandlungsprodukte des 
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Vitamins B, in Betracht gezogen werden. Denn wir miissen gerade 
bei den unspezifischeren Analogen mit verzégertem Eintritt der 
Heilung oder protrahierter Wirkung rechnen. Es ist also dem 
Kinwand zu begegnen, warum nicht prinzipiell nach der Methode 
der enmaligen Dosierung gearbeitet wird. Dem stehen drei Griinde 
entgegen: Zunachst spielt die Verschiedenheit der Methodik, wie 
cezeigt wurde, beim Aneurin selbst keine Rolle; das gleiche dirfte 
der Fall sein bei den meisten hochwirksamen Homologen. AuBer- 
dem verbietet ein technischer Grund bei der Durehpriifung einer 
syroBen Zahl von Verbindungen die Anwendung der einmaligen 
Dosierung: man wirde bei Substanzen unbekannter Wirksamkeit 
ein Mehrfaches der Zahl von Versuchstieren benédtigen wie beim 
Herantasten an die Schwelle der Wirksamkeit; denn eine ganze 
Reihe von Tieren wirde jedesmal ausfallen, da ihre Dosierung 
unterhalb oder weit oberhalb der Reizschwelle liegen wiirde. In 
ersterem Falle lieBe sich gar keine oder nur bei einigen Tieren eine 
Heilung erzielen, in Jetzterem wiiren die Ergebnisse falsch, da nur 
in der Nahe des Schwellenwertes eine annihernde Proportionalitit 
zwischen Dosis und Wirkung besteht. AuBerdem zeigen die experi- 
mentellen Ergebnisse, da8 fiir die meisten der unspezifischeren 
Verbindungen die Spanne, innerhalb deren eine Wirkung iiberhaupt 
heobachtet werden kann, sehr groB ist und die Dosis curativa von 
Tier za Tier starke Abweichungen zeigt. 


In der Praxis ergab sich bei der Priifung schlecht wirksamer 
Analoger jedoch schon zwangsliufig ein Abgehen von der Regel, 
uach ergebnislosem Ablauf von 2 Stunden die nachste zusatzliche 
Dosis zu injizieren. Denn einmal konnten die Tiere aus technischen 
Grinden wahrend der Nacht nicht gespritzt werden, zum anderen 
wurde in den Fallen, wo die uns interessierende Héchstdosis bereits 
vegeben war, einfach abgewartet, ob noch eine Wirkung eintrat 
oder nicht. 


Die nachfolgende Tabelle bringt eine Zusammenfassung der bei 
len gepriiften Estern erhaltenen Resultate. Die besondere Art ihrer 
Wirkungsweise war die Veranlassung fiir die Abtrennung der Ester 
us der systematischen Ubersicht der iibrigen Aneurinhomologen 
und -analogen; sie bedingt auch die abweichende Form der tabel- 
larischen Anordnung, da sich die Ester aus den erérterten Griinden 


ja nicht ohne weiteres in der bisherigen Weise klassifizieren lassen. 


Soweit die Verbindungen nach beiden Methoden geprift wurden, 
werden die erhaltenen Werte getrennt aufgefiihrt. 
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Tabelle EK 
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Wirkungswert lE=]1E- 
bei | in a : bei in 

i malig. | steigen- Nr. Ester 1 malig. | steigen- 
Dosis | den Dosis den 
10y | Dosen 10y | Dosen 
1:0,68 : 1:2,4 $8 B,-Acetat lvy D,9 
1:0,72 1:3,5 | 34 | Cocarboxylase 18 7 8,8 7 
1:0,76; 1:2,8 | 35 | B,-Benzoat 197 “ly 
| 1:33 36 B,-Monophosphat”*) 8,1 

iif 1:1,8 37 Acetat der 2’-iithyl- Verbindung | 2,8 7 4,5 
1:3,3 | 38 | B,-Chaulmoograsiure-Ester 8,3 7 

39 B,-Phenylurethan von 120-600 ; 

75°! Heilungen 


Die bei der Cocarboxylase festgestellte protrahierte Wirkung 
zeigt sich in fast gleicher Weise bei dem Acetat und Benzoat des 
Vitamins B,. 


Ergebnisse. Betrachtet man vergleichend den EinfluB, den div 
cinzelnen Substituenten und ihr Zusammenspiel auf die anti- 
neuritischen Fahigkeiten des Aneurins ausiiben, so bietet sich in 
cro8en Umrissen etwa folgendes Bild: 

Die ,,Wirkungsskala‘‘ zeigt, daB die naichsten Homologen 
wie zu erwarten — auch in ihrer Wirksamkeit dem Vitamin Bb, 
am nichsten stehen. Eine dieser Verbindungen (Nr. 1) sowie einige 
Ester sind dem Aneurin mindestens gleichwertig, wiihrend die 
ibrigen dort genannten 15 Substanzen den Beweis liefern, dab es 
durch geeignete Abwandlung des Molekiils méglich ist, innerhall 
einer groBen Wirksamkeitsspanne zu Stoffen zu gelangen, bei denen 
die biologischen Eigenschaften des antineuritischen Vitamins er- 
halten sind. 

Im ibrigen gilt fiir die Homologen, daB der gleiche Hingrilf 
an verschiedenen Stellen des Aneurinmolekils von ganz 
unterschiedlicher Bedeutung sein kann. Es ist keineswegs dasselbe, 
ob beispielsweise die Methylgruppe des Pyrimidins oder die des 
Thiazols durch Athyl ersetzt wird: In dem einen Falle entsteht 
eine dem Aneurin mindestens gleichwertige Substanz (Nr. 1), im 
zweiten Falle (Nr. 21) sinkt die Wirksamkeit auf die Halfte. Das- 
selbe sehen wir beim Ersatz dieser beiden Methylgruppen durcli 
den Propyl- bzw. Isopropylrest: Nimmt man die Substitution am 


*) Das Monophosphat ist der durch Saéurehydrolyse aus Cocarboxylase 
(Diphosphat) erhaltene Orthophosphorsiureester. 














































Antineuritische Wirksamkeit von Vitamin B,-Homologen u.-Analogen 195 


| Pyrimidin vor (Nr. 2 und 3), so bewirkt man dadurch eine Ab- 
' schwachung der antineuritischen Wirkung auf 1/,, bei entsprechen- 











1E= § jer Substitution im Thiazol auf 1/5, (Verbindung Nr. 22). Fortfall 
bien. | der Methylgruppe bedingt im Falle des Pyrimidins (Nr. 5) einen 
den [| Wirkungsabfall auf 1/,., wihrend der Wegfall desselben Radikals 
Dosen FF i Thiazol einen Sturz auf 1/,, der Aneurinwirksamkeit bedingt. 
5,9 Vergleicht man andererseits verschiedene Homologe, die durch 
8,8 4 unterschiedliche Substituierung an der gleichen Stelle 
af ' des Molekils gebildet wurden, so zeigt sich der KinfluB der 
4,5 4 Substituenten — beispielsweise in der 2’-Stellung des Pyrimidins — 
8,3 7 in foleender Weise: 
600 
ungen eee sc orca 
Substituent Wirkungswert : 
rkung & ey A | Nr. 
Mt des C,H, 1: 0,84 1 
CH, | Aneurin 
. C,H, +33 2 
en dic & ohne 1:22 5 
anti- C,H; schlechter als 1: 80 4 
eh in Sehr viel empfindlicher gegen Substituierung ist offenbar die 
/- und 6’-Stellung des Pyrimidinkernes. Methyliert man 
aa beispielsweise die 4’-Aminogruppe (Nr. 8), so sinkt die Wirksamkeit 
an ©, | dadurch auf 4/,,4. — Wird die im Aneurin freie 6’-Stellung durch 
enlis’ BCH, besetzt (Nr. 6), so geht die antineuritische Wirkung auf 1/9, 
d ha | zuriick, Dieser Befund wird gestiitzt durch Einfiigung der gleichen 
ab " 6’-Methylgruppe in eine Verbindung, die im Pyrimidin keine 
wha &f 2’-Methylgruppe traigt. In diesem Falle sinkt die Aktivitit von 1/,, 
<p auf */ 4500 (Nr. 5 baw. 7). . . oa . . 
Die 5-Oxyathylgruppe im Thiazolring ist von einschneiden- 
.., & “der Bedeutung. Fallt sie ganz fort, so diirfte dies gleichbedeutend 
8 * P sein mit volligem Aktivititsverlust, obwohl unsere Beispiele (Nr. 25, 
ic | 26,30) nicht eindeutig sind, da bei diesen Substanzen gleichzeitig 
ss noch Verschiebungen an anderen Substituenten stattgefunden 
a it haben. Ersetzt man sie durch Methyl oder Butyl (Nr. 18, 24, 19), 
ea 80 bleibt nur eine geringe Andeutung der antineuritischen Wirkung 
i Das erhalten. W enn an Stelle des Oxyathyls andere Oxyalkylgruppen 
Pace treten, SO ist das AusmaB des Einflusses verschieden, je nach der 
ae Linge der Seitenkette. Die Oxymethylverbindung erweist sich als 
: recht unspezifisch (Nr. 9), wahrend die Oxybutylverbindung (Nr. 10) 
xviase Pi der itber 100fachen Dosis des Aneurins einen sicheren anti- 


ueuritischen Effekt zeigt. Dagegen ist die Oxyhexylverbindung 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 9 
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(Nr. 11) wieder von geringer Spezifitaét und ergibt selbst in Dosey 
von 1500—12000 y nur 62°/, Heilungen. — Bei der Verbindung 17, 
die statt der Oxyathylgruppe den Substituenten -CH =CH, tragt, 
hatten wir eine hohe Wirksamkeit erwartet in der Annahme, daf 
der Organismus durch Wasseranlagerung leicht echtes Vitamin B, 
wurde bilden kénnen. Statt dessen ist die Wirksamkeit gleich Null, 

Ersatz der OH-Gruppe im 5-Oxyithyl des Thiazolrings durch 
—SH (Nr. 12) bewirkt vélligen Verlust der Vitaminwirkung. Fiihri 
man an Stelle der Hydroxylgruppe Chlor in die Seitenkette cin 
(Nr. 13), so sinkt die Wirksamkeit auf den 300. Teil. Etwa das 
gleiche ist zu erwarten bei Substitution durch Brom oder NH, 
(Nr. 14 und 15); denn der in unseren Versuchen bei Gaben von 
200—800 y erzielte beachtliche Effekt hatte bei entsprechend 
hdherer Dosierung zweifellos bis zur vollen Wirksamkeit gesteigert 
werden kénnen. — Uberfiihren der Alkoholgruppe in den Athy!- 
ather (Nr. 16) ergibt eine Verbindung, die noch ein Vierhundertste! 
der Aneurinwirkung besitzt. 

Die Veresterung der alkoholischen Seitenkette fiihrt, wie in 
Tab. E gezeigt wurde, grobenteils zu Substanzen von auBerordent- 
licher Wirksamkeit und besonderer biologischer Eigenart. 

Da die Methylenbriicke zwischen den beiden Ringsystemen 
bei der Konstitutionsaufkiarung und Synthese des Vitamins B, 
bekanntlich eine besondere Rolle spielte, ersetzten wir diese durch 
eine Athylenbriicke (Nr. 31). Es entstand eine Verbindung, die bei 
der 8O0fachen Aneurindosis simtliche Versuchstiere einwandirei 
heilte. — Ein Eingriff in den Thiazolring selbst durch Einfiihrung 
von Selen an Stelle des Schwefels zerstérte weitgehend die 
Spezifitat (Nr. 32). 

In der Literatur finden sich Angaben iiber einige dem 
Vitamin B, mehr oder weniger nahestehenden Analoge, deren Kin- 
fluB auf das Wachstum des Staphylococcus aureus, bzw. auf die 
Decarboxylierung von Brenztraubensiiure gepriift wurde 1? 14"). 
Auf die antineuritische Wirksamkeit dieser Verbindungen kann 
daraus nicht geschlossen werden. Ebenso halten Robbins und 
Kavanagh?) auf Grund ihrer Wachstumsversuche, die sie mit 
Spaltstiicken des Vitamins B, an Phycomyces blakesleeanus 
durechfiihrten, eine antineuritische Wirksamkeit gewisser Aneurin- 
homologer fiir wahrscheinlich. Sie haben derartige Substanzen 
aber nicht in Hinden gehabt, und auBerdem scheint es fraglich, 
ob ein AnalogieschluB von niederen Organismen auf héhere Lebe- 
wesen zulassig ist. 











Dosen 
ing 17, 
, trast, 
1€, daf 
min b, 
h Null, 
; durch 

Fiibrt 
tte eln 
wa das 
r NH, 
en von 
echend 
teigert 
Athyl- 
lertstel 


wie In 
yrdent- 


stemen 
uns B, 
durch 
die bei 
wndfrei 
ihrung 
nd die 


e dem 
n Hin- 
uf die 
14,15) 
_ kann 
's und 
ie mit 
eeanus 
eur: 
tanzen 
aglich, 


Lebe- 





Antineuritische Wirksamkeit von Vitamin B,-Homologen u.-Analogen 197 


Von grobem Interesse fiir die zur Diskussion stehenden Fragen 
sind dagegen die bereits erwaihnten Arbeiten von ‘'odd und 
Bergel*). Die Autoren stellten eine Reihe charakteristischer Ana- 
loger des Aneurins dar, doch zeigte keine ihrer Verbindungen im 
Bradyeardietest eine meBbare Vitaminaktivitat. Todd und Bergel 
interpretieren ihre Befunde wie folgt: ,,Unsere Resultate deuten 
an, daB die Vitaminaktivitit auBerordentlich sechwach, wenn nicht 
vollstindig aufgehoben ist bei jedem Analogen, das nicht enthalt 
a) eine Aminogruppe in 4’-Stellung, b) eine 5-8-Hydroxyathyl- 
sruppe, ¢) ein Wasserstoffatom in Stellung 2, und d) eine Methylen- 
sruppe zwischen dem Pyrimidinkern und dem Thiazolstickstoff. 
[m Hinblick auf die Bedingung b) kann es sein, dab andere Hydr- 
oxyalkylgruppen an Stelle der Hydroxyithylgruppe treten kénnen, 
ohne Aktivitaétsverlust.** 

Diese Angaben kénnen wir — soweit sie alternativer Art 
sind — im wesentlichen bestitigen, doch lassen sie keinerlei Schliisse 
zu auf die graduelle Minderung der Aktivitaét, die durch Austausch 
der einzelnen Substituenten zu erwarten ist. Die Klérung gerade 
dieser Frage aber schien uns besonders wichtig, da nur dadurch 
der Weg zu neuen wirksamen Produkten gefunden werden konnte. 

Im einzelnen haben wir zu den von Todd und Bergel auf- 
gestellten Grundsitzen folgendes zu bemerken: a) der HinfluB der 
Aminogruppe in 4’-Stellung ist zweifellos ein tiberragender, denn 
ihre Methylierung (Nr. 8) bewirkt bereits eine Schrumpfung der 
Aktivitaét auf den 200. Teil; b) unsere Befunde bestitigen, daB das 
vollstandige Fehlen der Oxyathylgruppe im Thiazol praktisch zum 
Verlust der antineuritischen Wirksamkeit fiihrt. Dagegen ist die 
Annahme der Autoren, da andere Hydroxyalkylgruppen ohne 
Aktivitatsverlust an Stelle der Hydroxyathylgruppe treten kénnten, 
durchaus abwegig, wie wir an verschiedenen Beispielen gezeigt 
haben. Fir die Forderung unter c) kénnen wir kein Beispiel an- 
fiihren, da unsere einzige Verbindung mit einer zusitzlichen Methyl- 
gruppe in 2-Stellung des Thiazols (Nr. 27) noch andere schwer- 
wiegende Anderungen der Substituenten aufweist. — Die unter d) 
genannte Notwendigkeit des Vorhandenseins gerade einer Methylen- 
briicke bestiétigen wir nicht; verkniipft man nimlich die beiden 
Ringsysteme durch —CH,-CH,-, so bleibt die antineuritische Wirk- 
samkeit im Prinzip erhalten, wenn auch der Wirkungswert auf 4/g9 
herabgedriickt wird. 

Die von Baumgarten und Dornow!®!*) hergestellten 
.. Heterovitamine‘‘ liegen auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit. Die 


9* 
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biologische Priifung dieser Verbindungen, die in unserem Labora. 
torium durchgefiihrt worden ist, zeigt jedenfalls, daB die Spezifitii 
nicht einmal streng an die Ringsysteme des Pyrimidins und de; 
Thiazols gebunden ist. 


Zusammenfassung 


39 Homologe und Analoge des Vitamins B, wurden im kura. 
tiven Taubentest auf ihre antineuritische Wirksamkeit gepriift. 

An 22 zum Teil hochaktiven Verbindungen konnte gezeigi 
werden, daB die Vitaminwirkung nicht auf einen einzigen Stoff 
beschrinkt ist, sondern bei verschiedensten Abwandlungen des 
Aneurinmolekiils erhalten bleibt. Damit ist die in der Literatur 
vorherrschende Meinung von der hohen Spezifitit des Vitamins B, 
widerlegt. 

Cocarboxylase und einige andere Ester zeigten im kurativen 
Taubentest eine vom Aneurin in gewisser Hinsicht abweichende’ 
insbesondere eine protrahierte Wirkung. 
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| monaten konnten die Nieren nicht in den Kihlhallen des Schlacht- 


Die Darstellung und Reinigung 
der alkalischen Phosphatase aus Pferdenieren 


1. Mitteilung 
Von 
D. Albers 
Mit 1 Figur im Text 


c 


Aus der Abteilung f. Geschwulstforschung der IT. Medizinischen Universititsklinik Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1940) 


Im Laufe unserer Untersuchungen iiber die Nierenphosphatase +?) 


| haben wir uns die Reinigung dieses Ferments zum Ziel gesetzt. Die 
| Darstellung der Nierenphosphatase erfolgte bisher aus Schweine- 
' nieren, die uns aus Griinden der Fleischrationierung nicht mehr zu- 
| ginglich waren. Auf der Suche nach geeignetem Ersatz ergab die 
| Verwendung von Pferdenieren ein giinstiges Resultat. Da diese viel 
| crdBer als Schweinenieren sind, hatten wir weiterhin bei geringen 
| Kosten eine ausgiebige Menge an Ausgangsmaterial zur Verfiigung. 
| AuBerdem war im allgemeinen das Pferdenierenferment um 100 bis 


150°/, aktiver als das ebenso gewonnene Schweinenierenenzym. 
Tabelle 1 


Dic Phosphataseaktivitit verschiedenen Ausgangsmaterials 
ausgedriickt als abgespaltenes P,O,/Stunde bei 35° 
Substrat: 8-glycerinphosphorsaures Na.; Zusatz m/200 MgCl, Endkonz. 





Schweinenieren Pferdenieren Menschennieren 
in mg P,O; in mg P,O, in mg P,O, 
4,0 8,8 0,12 
5,3 13,3 0,28 
5,9 9,2 0,20 
4,67 94  F = 
0,93 10,7 -- 

5,9 








Menschliche Nieren, aus méglichst frischem Sektionsmaterial 
gewonnen, zeigten eine verhiltnismifig geringe Aktivitit. Sie 
betrug pro 1 mg 0,12-—0,28 mg P,O,/Stunde. 

Kine weitere Schwierigkeit bot die Beschaffung frischen 
Schlachtmaterials. Die in den Wintermonaten beschafften frischen 
Pferdenieren verloren innerhalb von 2—3 Tagen kaum an Akti- 
vitit, wenn sie eisgekiihlt gelagert wurden. In den Sommer- 
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hofes aufbewahrt werden. Die Fermentwerte nahmen um etwa 
50°/, ab. Es empfiehlt sich daher, im Sommer nur frische 
Nieren zu verarbeiten. Wir haben das Nierenmaterial autolysiert 
und nach H. und E. Albers’) einer fraktionierten Alkohol. 
fallung unterworfen. Man erhalt eine méglichst groBe Ausbeute 
an aktivem Ferment aus dem Autolysat, wenn man es nicht nur 
24 Stunden, sondern 3—4 'T'age bei 37° autolysiert. Es ist aber 
zweckmiBig, unmittelbar vor der Alkoholfallung das p,, des Auto- 
lysats, welches zwischen 5,8 und 6,3 schwankt, durch Eisessig 
auf p, 4,4—4,2 zu bringen. Bezogen auf mg Trockenpulver 
wird durch diesen Schritt eine Reinigung von 80—100°/, er- 
reicht bei einem minimalen Verlust an Ferment. Die Reinigung 
kann durch stirkeres Ansiiuern erhéht werden; die Gesamnt- 
ausbeute wird aber dann erheblich geringer. In einem p,,-Bereich 
von 3,6—3,3 vermindert sich die Fermentaktivitiit wieder. Dieser 
Befund kann durch die Saureempfindlichkeit der Phosphatase erklirt 
werden. Auch schnelle Neutralisation durch NaOH nach Abzentri- 
fugieren des Niederschlags kann die Inaktivierung des Ferments 
nicht beseitigen. Fiir die Herstellung eines p,, 4,4 wird eine so ge- 
ringe Menge Essigsiiure 
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vor der Alkoholfallung 
fast 100°/,-Reinigung 
ohne Fermentverlust hat dieser Weg noch den Vorteil, das ganze 
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Bedeutung ist und 
zweitens ein besseres 
Trocknen wie auch 
eine bessere Lés- 
lichkeit des Ferments 
bedingt. Das Pulver, 
welches sonst hiufig 
yon ziher, schmierig- 
klebriger Konsistenz 
und  dunkelbrauner 
Farbe ist, ist nunmehr 
leicht zu pulverisieren 
und hat eine weife- 
hellgraue Farbe. Wir 
bringen in der Figur 
eine Aktivititskurve 
bei verschiedenem p,, 
vor der Alkoholfal- 
lung. Dasabgespaltene 
Phosphat bezieht sich 
auf 1mg Trockenpulver 
bei einer 1stiindigen 
Hydrolyse, ‘Tempera- 
tur35°, Substrat: #-gly- 
cerinphosphosaures 
Natrium, Zusatz von 
Mg(l,. 

Die Aktivitiit steigt 
biszueinem p,,3,8 steil 
an, um dann plétzlich 
abzufallen. Die Be- 
ziehung zwischen Ier- 
mentausbeute und Ak- 
tivitit geht aus Tab.2 
hervor. Man sieht, daB 
die Reinigung unter 
einem p,, 4,0 nicht so 
groB ist, daB sie wegen 
des gréBeren Verlustes 
an Ausbeute lohnend 
erscheint. 


Tabelle 2 
Abhingigkeit der Fermentaktivitit vom py der Alkoholfillung 
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Die Darstellung und Reinigung der Nierenphosphatase geschieht zweck. 
miBig nach folgendem Verfahren: 
a) Gewinnung des aktiven Autolysats: Die nach obiger Vor. 
schrift gewonnenen Pferdenieren werden von Fett und Hiuten sorgfiiltic 
befreit und durch eine Fleischhackmaschine gedreht. Darauf werden sie 
mit gleichen Teilen 50°/,igen Alkohols itibergossen. Hierzu werden '/,, der 
Alkoholmenge an Toluol und '/,, Menge an Athylacetat zugesetzat; z. 8. 
zu 2 kg Nieren kommen 2 Liter 50° olger “Alkohol, 100 eem Toluol + 100 cem 
Athylacetat. Das Autolysat wird 4 Tage bei 35—38° gehalten und 1 mal 
tiiglich umgeriihrt. Am 5. Tag wird die Fliissigkeit durch diinne Filter 
(Schleicher & Schill, Nr. 588, Durchmesser 38,5) filtriert und mit etwa 
400 eem 50°/,igen Alkohols (etwa *'/; der Gesamtfliissigkeit) nachgespiilt. 
Die Filtration kann iiber Nacht erfolgen, doch muB der Filterstutzen durch 
Glasdeckel abgeschlossen sein. Am nichsten Morgen wird der noch auf 
dem Filter befindliche Fliissigkeitsrest durch das Filter mit leichtem Druck 
geprebt. Das Filtrat ist von goldgelber Farbe, klar, nach 12 Stunden 
jedoch hiiufig etwas flockig getriibt. Diese Triibung ist fiir die Aktivitiit 
ohne Bedeutung. Der zuniichst nicht auf das Filter gegebene, sehr grobe 
Riickstand wird auf ein Leinentuch, welches tiber eine Schiissel gespannt 
ist, geschiittet, gleichfalls mit 50°/,igem Alkohol tibergossen und abgeprebit. 
Das klare Filtrat wird mit der durch Faltenfilter filtrierten Lésung vereinigt. 
b) Alkoholfillung: 2 Liter der eisgekiihlten Lésung werden auf 
das py, 4,4 mit etw * 4 ecm Eisessig angesiiuert. Der ausfallende Niederschlag 
wird nach einer '/,Stunde abzentrifugiert und verworfen. 2 Liter dieser 
Lésung werden mit 9 Liter absoluten Alkohols, der mit Petrolither vergiillt ist, 
unter vorsichtigem Schwenken versetzt. Die Lésung mit dem Niederschlag 
bleibt etwa eine Stunde im Eisschrank und wird anschlieBend durch das 
Faltenfilter 588 filtriert oder abzentrifugiert. Die Fliissigkeit liuft schnell 
ab. Der Riickstand wird mit etwa 100 eem absoluten Alkohols und an 
schlieBend 100 cem Ather je 1mal gewaschen. Es empfiehlt sich, den 
Ather erst zuzugeben, wenn der Alkohol vollkommen abgetropft ist. Der 
Riickstand wird mit einem Hornléffel vom Filter vorsichtig abgeschabt und 
im Vakuumexsiceator iiber Calciumchlorid getrocknet. Auf gutes und 
schnelles Trocknen ist gréBter Wert zu legen. Ist die Trocknung inner- 
halb der ersten 24 Stunden ungeniigend, nimmt der Niederschlag hiiufig 
eine zih-klebrige Konsistenz an und verliert an Aktivitiit. Nach Pulveri- 
sieren im Morser erhilt man ein weil-hellgraues Pulver. Die Substanz 
wird in einer braunen Glasflasche, die mit einem Gummistopfen fest ver- 
schlossen ist, bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die Haltbarkeit ist prak- 
tisch unbegrenzt. 


Die geschilderte Verarbeituug des Pferdenierenmaterials, des 
Autolysats und der Alkoholfraktionierung ist nur der erste Schritt 
fiir eine weitere Reinigung, iiber die wir in Kiirze an dieser Stelle 
berichten werden. 

| ii gua 


. D. Albers, Diese Z. 261, 43 (1939). 
2. D. Albers, Diese Z. 261, 26 9 (1939). 
3. H. u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 
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Uber die Spaltung von Dipeptiden 
in carcinomatésen und nicht carcinomatésen Seren 
Von 
Hans y. Euler und Bolestaw Skarzyiski 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Juli 1940) 


Die Krebsforschung ist in den letzten Jahren bis in ein Be- 


' reich vorgedrungen, in welches die Biochemie mit klaren Frage- 


stellungen und exakten Methoden eingreifen kann. 
Neben den Fragen, welche das Vorkommen der ,,unnatiir- 


| lichen* d-Aminosiiuren in Krebsgeweben betreffen, tritt als 
| wichtigstes Problem die Entstehung und die Vermehrung 
der Krebszellen in den Vordergrund. 


Fragt man sich, wie eine normale Zelle in eine Krebszelle 


' iibergehen kann, so wird man — gleichgiiltig ob man Besonder- 
_heiten des Grundstoffwechsels oder ein hormonal beschleunigtes 


Wachstum als das primaire Symptom ansieht — annehmen, daf 


bei baw. vor der Tumorbildung ein zentrales Enzymsystem der 
| normalen Zelle verindert wird, so daB der Aufbau (und Abbau) 
' des Gewebes in eine neue, pathologische Bahn gelenkt wird. 
| Dieses verinderte Enzymsystem geht in die Zellkerne ein und 
' wird beim Wachstum des Krebsgewebes fortgepflanzt. 


Die Verinderung eines Enzymsystems kann spontan er- 


_folgen, also ohne erkennbaren fuBeren Reiz oder durch ge- 
| wisse in den Organismus eingefiihrte carcinogene Substanzen 
' oder carcinogene Noxen. Zwischen den verschiedenen ‘T'ypen von 
| carcinogenen Einfliissen sind direkte Zusammenhinge nicht ge- 


funden, allerdings systematisch auch nicht gesucht worden. 
Die Verinderungen von normalen Zellen in Krebszellen sind 


auf Mutationsvorginge zuriickgefiihrt worden’), welche den 


') Zur Geschichte der Mutationslehre in der Krebsforschung, auf die 


hier natiirlich nicht niiher eingegangen werden kann, verweisen wir auf 
} die Monographien von Baur, Fischer u. Lenz, Menschliche Erblehre, 


!, Aufl. 1936 sowie auf K.H. Bauer, Mutationstheorie der Geschwulst- 


| entstehung, Berlin 1928 und auf Timoféeff-Ressowsky, Exper. Muta- 
| tionsforsechung, Dresden 1937. 
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Wir verweisen in diesem Zusammenhang auch auf eine neuere 
bemerkenswerte Monographie von P. Rondoni?) sowie auf die 
kritische Zusammenfassung von Lynen (Z. angew. Chem. 51). 

Sowohl iiber die Spontanmutation als iiber willkiirlich aus. 
lésbare, chemisch induzierte’) oder strahlungsinduzierte**) Muta. 
tionsprozesse liegt auf botanischem Gebiet schon ein reichliches 
Material vor. 

Andererseits sind an Drosophila strahlungsinduzierte Muta. 
tionsprozesse seit Muller eingehend studiert und in neuerer Zeit 
besonders erfolgreich experimentell und theoretisch von Timo- 
féeff-Ressowsky') bearbeitet worden, welcher eine Theorie der 
Genstruktur und Genmutation aufgestellt hat. 

Kine auf das Zentrum des Problems gerichtete Fragestellung 
ist jedenfalls die nach dem chemischen Angriffspunkt der 
Krebsmutation. Denn therapeutische Versuche — sofern sie nicht 
rein empirisch angestellt werden — miissen wohl zum Ziel haben: 

1. die Ursache der Mutation zu beseitigen und 

2. die Lebensfihigkeit der bereits mutierten, sich ver- 
mehrenden Zellen oder zellartigen Gebilde zu hemmen. 

Enzymoide oder fortpflanzungsfihige Enzymkomplexe diirften 
also, als Nucleoproteide®) (Nucleotide als Co-Enzyme) nicht nur 
den Genen sondern auch den hochmolekularen Stoffen nahe- 
stehen, welche man als Viren bezeichnet. Haben freie Enzymoide 
eine Mutation erfahren, welche zum ungeordneten, malignen 
Wachstum fiihrt, so ist ein Krebsvirus entstanden’), Wir kénnen 


1) Proteinsynthese im Wachstum, Erg. Hyg. usw. 23, 1 (1940). 

*) Stubbe, Gétt. Nachr. Biol. 2, Nr. 3, 57 (1935). — Z. angew. Chem. 
50, 241 (1937). 

3) Hier sei besonders auf die Untersuchungen von Stubbe und seinen 
Mitarb. hingewiesen (Noethling u. Stubbe, Z. Abst. u. Vererb.lehre 6, 
152 (1934), in welehen in Pollen yon Antirrhinum majus nach miibigen 
Dosen von ultraviolettem Licht (300 mu) eine deutliche Erhéhung der Gen- 
mutationsratte im Verhiiltnis etwa 1:16 festgestellt wurde. 

‘) Emmy Stein, Erbliche, durch Radiumbestrahlung erzeugte Zell- 
und Gewebeentartung bei Antirrhinum majus. Naturw. 24, 337 (1936). 

5) G6tt. Nachr., Math.-phys. Klasse, Biol. 11 Nr. 3 (1935); vgl. auch 
Kroéning, Z. menschl. Vererb.- u. Konstit.lehre 21, 266 (1937). 

6) Studien iiber Gene in Chromosomen: ygl. Euler u. Hellstrém, 
Mikroechemie, Molisch-Festschrift 8. 209 (1936); Svensk Kem. Tidskr. 47, 
207 (1935). 

*) Menschliche Krebsviren sind zwar oft gesucht worden, aber noch 
nicht bekannt. 


aus der Erblichkeitslehre bekannten Genmutationen entsprechen, 
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‘hen, fF jhn — etwa den Virus des Rous-Sarkoms — einstweilen nur bio- 
uere logisch nachweisen, da wir iiber seine chemischen Kigenschaften 
die F yoch nichts wissen. Fiir den nicht mutierten Virus, also den 

' nicht cancerogenen Enzymkomplex, haben wir bis auf weiteres 
aus- F {einen chemischen Test. Er wird in so kleinen Konzentrationen 
uta- [F anwesend sein, daB sein Nachweis und seine Anreicherung auf 
ches J vroBe Schwierigkeiten stoBen wird. 

Auf den Zusammenhang zwischen Genmutationen und den 
uta- [F zu malignen Tumoren fiihrenden Mutationen kann hier nicht ein- 
Zeit fF cegangen werden. Sucht man zu den Genen, den Trigern der 
no- — Erbeinheiten, chemisch bekannte Analogien, so kommen zweifellos 
der § zuniichst Stoffe von Enzymcharakter in Betracht. Vor lingerer 

| Zeit hat der eine von uns?) auf die Existenz von ,,Enzymoiden“ 
ung —F hingewiesen, sehr hochmolekularen Komplexen, in welchen die 
der JF Enzyme des Stoffwechsels und der Synthese in ihnlicher Weise 
icht fF vekoppelt sind wie in der lebenden Zelle. Die sich an die 


yen: FF Knzymoide anschlieBenden Gene sehen wir demnach als makro- 
' molekulare Biokatalysatoren an, die aus Apo-Enzymen und den 
ver- [— zugehérigen Co-Enzymen (Wirkstoften, Ergonen) bestehen. Unter 


| diesen als Co-Enzyme fungierenden Ergonen kann man auch 
ften fF solche von Wuchsstoffcharakter vermuten. Unterliegt ein Gen 
nur — oder allgemeiner ein Enzymoid einer Mutation etwa unter dem 
hee fF KinfluB einer Bestrahlung, so kann es sich um einen einfachen 
ide F chemischen Vorgang, etwa um eine sterische Umlagerung handeln, 
nen —& die am Proteinteil (Apo-Enzym) oder an einem der zugehérigen 
nen —& (o-Enzyme eintritt. In Betracht zu ziehen sind aber auch Disso- 
_ ziationsvorgiinge, welche zur Abspaltung einer prosthetischen 
' Gruppe vom Proteinmolekiil fiihren, wodurch die sterische Spezi- 
em fitit der letzteren geindert wird. Das normale Serum kann 
| einen Stoff enthalten, welcher die Wirkung auf die d-Peptide 
; @ verhindert. Es kann aber auch ein Aktivator gebildet werden, 
cen [fF welcher als Abwehrstoff wirkt und die normale Peptidase (Pro- 
ci teinase) zu einem Abwehrenzym bzw. Antikérper macht. 
| Wir versuchen also, das Tatsachengebiet, durch welches die 
' Kkrebsentstehung als ein Mutationsvorgang gekennzeichnet wird, 
uch | mit den wichtigen Befunden von K6égl und Erxleben?) iiber 
das Vorkommen von d-Formen der Aminosiuren in Tumoren und 
™ & mit den daran anschlieBenden Tatsachen iiber die Spaltung von 
d-Peptidasen in krebskranken Individuen zu verkniipfen. 


1) Euler, 2. Congrés intern. de Pathol. comparée, Paris 1931. 
*) Diese Z. 288, 57 (1939). 
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Nach Kégls Hypothese liegt den verschiedenen carcino. 
genen Reizen die gemeinsame Ursache zugrunde, daB die Krebs. 
zelle die Fahigkeit verloren hat, in ihr StruktureiweiB, wie die 
normale Zelle, ausschlieBlich die natiirlichen Aminosduren eip. 
zubauen. 

Der Nachweis der d-Formen der Aminosiuren hat seit de 
ersten Verdéffentlichung von Kégl und Erxleben (a. a. 0.) Ver. 
anlassung zu zahlreichen Versuchen an Tumoren und auch zu 
direkten Nachpriifungen gegeben, welch letztere zu verschiedenen 
Ergebnissen gefiihrt haben’). Auf die Mitteilungen, in welchen 
das Vorkommen von d-Aminosiiuren in Tumoren nicht bestiitigt 
wird [Chibnall?), Graff), Dittmar‘), Lipmann und Mitarbeiter 4, 
Bayerle®)] brauchen wir hier im einzelnen nicht einzugehen; sie 
sind von Kégl und Erxleben in dieser Zeitschrift an der Hand 
von ausgedehnten Versuchen einer sachlichen Kritik unterzogen 
worden"); gegen dieselbe sind neuerdings wiederum von Graff, 
Rittenberg und Foster (J. of Biol. Chem. 133, 745) Einwinde 
erhoben worden. 

Uns interessieren in Zusammenhang mit friiheren Arbeiten 
dieses Institutes *) besonders die enzymatischen Fragen, welche 
sich aus Kégls Nachweis des Vorkommens der d-Aminosiiuren 
in Tumoren ergeben. 

Hinsichtlich der Wirkung der eigentlichen Proteasen in 
Tumoren und Tumorextrakten besteht nach Krebs®), nach Klei- 
mann und Werr?*) und nach Maschmann und Helmert') 
kein wesentlicher Unterschied gegeniiber normalen Geweben. 


Gehen wir iiber zur Peptidspaltung, so muB zuniichst 
betont werden, daB man bei den meisten alteren Untersuchungen 
glaubte, eine strenge Unterscheidung machen zu miissen zwischen 


') Kégl, Erxleben u. Akkerman, Diese Z. 261, 141 (1939). 

*) Chibnall u. a, Nature 144, 71 (1939). 

’) J. of Biol. Chem. 130, 13 (1939); Graff, Rittenberg u. Foster, 
J. of Biol. Chem. 133, 745 (1940). 

4) Z. Krebsforsch. 49, 441 (1939). 

*) Seience 91, 21 (1940). 

® Biochem. Z. 303, 251 (1939). 

’) Kégl u. Erxleben, Diese Z. 264, 108 (1940). 

‘) Euler, Adler, Giinther u. Das, Diese Z. 254, 61 (1938); Euler 
u. Giinther, Naturw. 27, 214 (1939). 

* Biochem. Z. 237, 174 (1931). 

1”) Biochem. Z. 241, 108 (1931). 

11) Diese Z. 216, 161 (1933); 218, 142 (1933). 
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KiweiB-spaltenden und Peptid-spaltenden Enzymen, eine Unter- 

' scheidung, welche sich nach den Arbeiten von M. Bergmann!) 

‘nicht mehr aufrecht erhalten laBt. 

ein Was die Dipeptide betrifft, so ist an den von Abder- 
'halden und Rona?) gefiihrten Nachweis zu erinnern, dab die- 

der & jenigen Carcinome, welche zu der Gruppe der Adeno-Carcinome 





































Jer. vchéren, die Dipeptide in der gleichen Weise angreifen wie 
zi —® normale Gewebe. 
nen & Uber asymmetrische Dipeptidspaltung durch T'umorenzyme 


hen B® haben zuerst Abderhalden, Koelker und Medigreceanu’*) be- 
tit J richtet; sie hatten gefunden, da’ durch Tumor-PreBsifte aus 
r) & racemischem 4d,l-Leucylglycin nur die ,,natiirliche* I-Form zer- 
sie JF leet wird, nicht die d-Form. Auch spiter konnten weder Krebs 
ind & noch Kleinmann und Werr, noch Maschmann und Helmert 
sen [F crdbere Unterschiede hinsichtlich einer asymmetrischen Hydrolyse 
ff, — von racemischem Dipeptid nachweisen. 

ide & Skarzynski‘) hat im September des vorigen Jahres ge- 

' zeigt, daB weder d-Alanylglycin noch d-Leucylglycin von einem 
fen | wibrigen Extrakt aus Jensen-Sarkomen gespalten wird. Der Ge- 
‘he J halt an 1-Dipeptidase erwies sich in frischem Gewebe und in 
en — Jensen-Sarkomgewebe gréBfenordnungsmabig gleich. 

Die Jensen-Sarkome wurden von Skarzyfski gleich nach 
in — dem Tod der Tiere entnommen, von Nekrosen befreit, in der 
i-  Latapie-Miihle fein zerteilt und als Brei mit 60°/,igem Glycerin 
'l) @ extrahiert. Als Beispiel fiihren wir einen Versuch an, bei 

' welchem die Dipeptidspaltung durch die Formoltitration nach 
ist [| Sorensen verfolgt wurde. 











en 
en 30 cem 0,1 mol. d,l-Alanyl-glycin-lésung + 10 cem Extrakt 72 Stunden 
alt, aus 2,5 g Gewebe. Einzelbestimmung in 12,5 ecm. 
Zeit Verbraucht Zunahme 
* - eem 0,2 n-NaOH *. 
0 3,02 — 
2 3,98 31,7 
6 4,40 45,7 
22 4,43 46,2 
ia 1) Chem. Reviews 22, 423 (1938); Bergmann u. Niemann, J. of 


_ Biol. Chem. 118, 791 (1937). 
*) Diese Z. 60, 415 (1909). 
5) Diese Z. 62, 145 (1909). 
4) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13 B, Nr. 13 (1939). 
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Dieser Versuch, wie alle in ahnlicher Weise angestellten} 
zeigt, daB die Spaltung bei 50°/, stehen bleibt, daB also nur die 
eine der aktiven Formen (wie Versuche mit 1 und mit d-Leucyl. 
alanin bewiesen), die l-Form, zerlegt wird. 


Versuche mit Seren’). Bald nach den hier mit Tumor. 
extrakten angestellten Versuchen erschien eine sehr bemerkens. 
werte vorlaufige Mitteilung von EK. Waldschmidt-Leit: 
und K. Mayer’) iiber asymmetrische Spaltung von Dipeptiden 
im Serum krebskranker Personen. Nach den daselbst an- 
gegebenen, allerdings wenigen Versuchen wird sowohl die d- als 
die 1-Form von d,l-Leucylglycin und d,l-Glutaminylglycin durch 
das Serum von carcinomkranken Menschen in etwa dem gleichen 
AusmaB angegriffen. In carcinomatésen Seren (Magencarcinon, 
Gebirmuttercarcinom u. a.) soll die Fahigkeit zu dieser Spaltung 
der Dipeptide so groB sein, daB Waldschmidt-Leitz dieselbe 
als diagnostische Reaktion empfiehlt*). 


Diesen positiven Ergebnissen von Waldschmidt-Leitz an 
carcinomatésem menschlichen Serum standen also die Er- 
gebnisse von Skarzynski an Jensensarkom-Gewebe gegen- 
iiber. Jedenfalls muBte in erster Linie nachgepriift werden, ob 
sich Serum und Geschwulst in dieser Hinsicht bei Jensen- 
Sarkom-Ratten enzymatisch verschieden verhalten’). 


Die Priifung geschah an d,]-Alanyl-glycin, ferner an 1-Leucyl- 
glycin und d-Leucyl-glycin. Wir fiihren aus einer gréBeren 
Reihe von Versuchen 2 Beispiele an. 


1) Skarzynski, Sy. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13 B, Nr. 13 (1939). 

*) Ohne Riicksicht auf die sterische Spezifitit war die Dipeptid- 
spaltung von Tumor-Seren schon friiher, besonders von Abderhalden 
und seiner Schule untersucht worden. Vgl. z. B. Hansson, Fermentforsch. 
14, 149 (1934), welcher Blutplasma von Krebspatienten (Cardiacarcinom und 
Reetumeareinom) untersucht hat. Ferner Abderhalden und Schlenker, 
Fermentforsch. 15, 514 (1938); R. Schaffer, Dtsch. Arch. klin. Med. 161, 
313 (1928). 

3) Diese Z. 262, IV (1939/40). 

4) Fruton, Irving jr. u. Max Bergmann (J. of Biol. Chem. 132, 465 
(1940)} haben mit einigen Sarkomen und Carcinomen eine Spaltung an 
Peptiden beobachtet, in welche unnatiirliche Aminosiiuren der d-Serie eit- 
gehen. 

5) Skarzyniski u. Euler, Vgl. Sy. Vet. Akad. Arkiy f. Kemi 14 3, 
Nr. 2 u. 3 (1940). 
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16,0 cem 0,1 mol. Lés. von d,]-Alanyl-glyein + 3,5 cem J ensen-Sarkom- 
Serum. Zur Analysenprobe je 4,0 cem des Ansatzes. 








Stunden Verbraucht Zunahme 
, ecm 0,1 n-NaOQH of, 
0 3,96 am 
6 4,56 15,1 
<- 5,60 414 
48 5,93 49,7 








111 mg 1-Leueyl-glycin bzw. 122 mg d-Leucyl-glycin in 12,5 cem Wasser 
+25eem Jensen-Sarkom-Serum. Zur Analysenprobe je 5 cem des An- 





satzes. 
]-Leucy]-glyein d-Leucyl-glycin 
Stunden verbraucht Zunahme verbraucht _ Zunahme 
eem 0,1 n-NaOH a A eem 0,1 n-NaOH | ih 

: : Sng " > 

0 1,75 1,95 | 

24 3.49 | 99,5 1,96 | 

48 3,55 102,8 1,90 








Auch im Serum yon Jensen-Sarkomratten findet sich 
also offenbar keine d-Dipept :ase. 
Nachdem wir im Serum von Ratten, in welchen sich im- 


plantiertes Jensen-Sarkom entwickelt hatte, nie imstande waren, 


eine Spaltung von d-Alanylglycin oder d-Leucylglycin nach- 
zuweisen, gingen wir dazu iiber, die Seren von Kaninchen mit 
Brown-Pearce-Carcinom sowie menschliche Cancer-Sera zu 
untersuchen, und zwar zunichst mit racemischen Dipeptid 
(d,l-Alanyl-glycin). 

Auch im Serum von Kaninchen mit Brown-Pearce-Car- 
cinom, dessen spaltende Wirkung gegeniiber racemischem Alanyl- 
glycin untersucht war, verlief die Spaltung vollstindig symme- 
trisch, d. h. sie blieb auf die natiirliche 1-Form beschrinkt, wie 
das eine Beispiel von 5 ausgefiihrten Versuchen zeigt. 

20,0 eem 0,1 m Lésung d,1-Alanyl-glyein + 3,5 eem Kaninchen-Car- 
cinom-Serum. Analysenprobe = 4,00 cem des Ansatzes. 





eiaiihie Verbraucht Zunahme 
cem 0,1 n-NaOH o%, 
0 3,99 rma 
17 5,62 40,8 
25 6,06 51,8 
41 6,05 51,7 
65 6,08 
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In derselben Weise untersuchten wir die Spaltung de 
d,l-Alanyl-glycins durch Seren von normalen und krebskrankey 
Menschen. Es zeigte sich, dab auch Serum von normalen, jeden. 
falls nicht mit Carcinom behafteten Menschen in manchen Fiilley 
zur Spaltung des d,l-Peptids iiber den 50°/,igen Betrag fiihren 


kann. 


Wir geben 2 Beispiele an. 


1. 314 mg d,l-Alanyl-glycin in 5,00 cem H,O gelést + 1,5 ecem An. 


moniak-Puffer + 3,5 eem Serum 


Analysenprobe in 2,00 eem des Ansatzes. 


von einem gesunden 


22 jiihrigen Mann. 














Verbraucht ee 
Stunden com 01 wNaOtl Zuw achs 
0 3,96 
67 5,22 32,2 
118 5,80 46,6 
162 5,87 48,2 








2. 422 mg d,l-Alanyl-glyein in 5,00 eem H,O gelést + 2,00 eem Am- 
moniak-Puffer + 3,00 cem Serum von einem gesunden 67 jihrigen Mann. 
Analysenprobe in 2,00 cem. 








ne oe Verbraucht Zuwachs 
ecm 0,1 n-NaOH "le 
0 6,12 — 
44 1,06 30,0 
96 9.16 49,7 
138 10,02 63,7 








Von den 5 untersuchten Fallen des Serums von carcinom- 


kranken Menschen 


war bei zweien der Versuch linger als 


72 Stunden gefiihrt; in diesen beiden Fallen beobachteten wir 
Spaltung tiber 50°/, des racemischen Dipeptids, wie aus folgendem 
Beispiel zu ersehen ist. 


370 mg d,l-Alanly-glyein in 5,00 cem H,O gelést + 7,00 cem Serum 
von carcinomkranken Menschen (Ca. ventriculi). Analysenprobe = 2,00 ccm. 








er om Verbraucht Zuwachs 

m ? ecm (),1 n-NaOH "he 
0 4,08 

28 4,87 17,1 
54 5,66 38,7 
92 6,21 54,5 
120 6,90 69,0 
144 7,42 81,7 
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ii Alle Versuche mit racemischem Alanyl-glycin sind nunmehr 
nken lediglich als Vorversuche zu betrachten, da die aus ihnen ge- 
dey.  Wonnenen Ergebnisse mittels der Versuche iiber die Spaltung der 

reinen d-Dipeptide nicht nur erginzt sondern viel eindeutiger 
bestiitigt wurden. 

In einer zweiten vorliufigen Mitteilung geben Waldschmidt- 
Leitz, Mayer und Hatschek?) an, daB nach oft wiederholten 
An- § Kinspritzungen von d-Leucyl-diglycin in gesunde Tiere in ihrem 
‘anu. B Serum die Fahigkeit zur Spaltung des d-Peptids auftritt. 

Diese Wirkung stiinde in Ubereinstimmung mit Auffassungen 
von EK. Abderhalden, welcher bekanntlich enzymatische Ab- 
wehrreaktionen seit langer Zeit systematisch bearbeitet. Aller- 
dings konnten Abderhalden und Caesar’) keine Spaltung der 
heiden d-Dipeptide Glycyl-d-isoleucin und Glycyl-d-norleucin fest- 
stellen. Waldschmidt-Leitz zieht aus seinen Versuchen den 

SchluB, daB die d-Peptidasen im Serum krebskranker Individuen 

als Abwehrferment gegen die aus dem T'umoreiweif in die Blut- 

bahn gelangten d-Peptide entstehen. Einige Beobachtungen iiber 
d-Peptid-Spaltung durch verschiedene Tumorextrakte sind in 
einer kurzen Notiz von Fruton, Irving und Max Bergmann’) 
enthalten. Dagegen scheint eine kiirzlich erschienene Arbeit von 

Bayerle und Podloucky*) in mancher Hinsicht den Ergeb- 

nissen von Waldschmidt-Leitz zu widersprechen. 
Jedenfalls kénnen und miissen die Fragen nach dem Auf- 

treten der d-Dipeptidspaltung in carcinomatésen Individuen und 
' die Probleme der Abwehrenzyme, die von verschiedenen Gesichts- 
om- § punkten aus betrachtet wurden, auf Grund eines umfassenderen 
als Materials in einen festeren Zusammenhang gebracht werden 5), 
































‘illen 
hrep 


Am- 


lann, 


wir 
lem 1) Diese Z. 263, I (1940). *) Fermentforsch. 16, 299 (1940). 
5) J. of Biol. Chem. 132, 465 (1940). 4) Diese Z. 264, 189 (1940). 
°) Vor etwa 30 Jahren ist von Freund und Kaminer die Tatsache 
ial | entdeckt worden, da Krebszellen durch normales Serum aufgeldst (cyto- 


lysiert) werden, wiihrend Serum carcinomatéser Individuen dazu nicht oder 
nur in geringerem Grad befihigt ist. Diese als ,,J’reund-Kaminersche 
Reaktion (Monographie, Springer 1925) bezeichnete Erscheinung ist seither 
ott — in neuerer Zeit besonders von A. y. Christiani [Z. Krebsforsch. 48, 

| 366, 369; 49, 231, 679 (1940)] studiert und im wesentlichen bestiitigt worden. 
Wenn wir die Freund-Kaminersche Reaktion in den Kreis unserer 
Untersuchung ziehen, so sind wir durch die Fragestellung geleitet worden, 
ob der Untersechied des carcinomatiésen Serums vom Normalserum auf eine 

| sterische Umwandlung proteolytischer Enzyme zuriickzufiihren ist oder ob 
der Verlust, Krebszellen aufzulésen, auf der Mitwirkung einer niedrig- 
inolekularen Hemmungssubstanz im Sinne von A. y. Christiani beruht, 


‘CM. 
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Experimentelle Ergebnisse ') 


Zur Methodik des Nachweises der Peptidspaltung. — Beye e 
wir auf unsere mit reinem d-Dipeptid gewonnenen Resultate eingehen, er. 2 
scheint es uns, besonders in Riicksicht auf die sich widersprechenden An- oe 
gaben der Literatur notwendig, unter Hinweis auf eine spiitere ausfiilr. e~ 
el Ver6éffentlichung schon hier einige Bemerkungen iiber die bei def ¥ 
genannten Versuchen befolgte Methodik zu machen. f 


> 


Ww bo 


Dipeptidspaltungen werden — wenn man von physikalischen Methode 
absieht — in der Regel durch acidimetrische Titration der entstehendey 
Aminosiuren, entweder nach Willstitter-Waldschmidt-Leitz ode 
nach Serensen durch die Formoltitration verfolgt. Drittens kann die Zi. 
nahme des Aminostickstoffs nach van Slyke gemessen werden. Auf dey 
Vergleich dieser Methoden kommen wir an anderer Stelle bald zuriick 
Bis jetzt sei von den Erfahrungen dieses Instituts nur erwiihnt: 

Die Spaltung des d-Dipeptids wurde durch Bestimmung des Acid 
tiitszuwachses in alkoholischer Lésung mittels Titration mit alkoholische:f 5 
0,1 n-NaOH-Lésung nach Willstitter und Waldschmidt-Leitz ver 
folgt. In jeder Versuchsreihe wurde zugleich ein Blindversuch angestellt 
der sich von dem Hauptversuch darin unterschied, dab er statt Substrat 
lésung Wasser (eventuell mit Putter) enthielt. Die Titrationswerte des Bliné. 
versuches wurden von den Werten des Hauptversuches abgezogen. I: des [ 
manchen Fillen veriinderten sich in den Blindproben wiihrend der Verf 


— 





pe Se sous chn 
suchszeit die Aciditiitswerte merklich im Sinne einer Zunahme, seltener | 
ocn 


einer Abnahme der Aciditiit, aber nur ausnahmsweise erreichten dies 
Schwankungen + 10°/, des Anfangswertes. Phos 

Pu = 7,8 wurde anfangs durch Ammoniak-Ammoniumchloridpuffer ein} 9,05 « 
gestellt, entsprechend der Angabe von Waldschmidt-Leitz. Spiiter sini Subst 









d-Proteinasen iiberhaupt nicht in Zusammenhang steht, oder ob ii 
Hemmungssubstanz asymmetrisch gebaut ist und die steriache Spezifitil 
der Proteinasen (einsehlieblich Peptidasen) verindert. 

1) Vel. hierzu Euler u. Skarzyfiski, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kem 
14 B, Nr. 11 (1940). 


wir jedoch zu Phosphatpuffer iibergegangen. Der Spaltungsverlauf war, Borns 
wie zu erwarten war, in beiden Fiillen der gleiche. Bei Benutzung def > , 
Phosphatpuffers waren die Schwankungen der Aciditiitswerte in den Bliné ga = 
proben geringer und der Umschlagspunkt bei der Titration mit Thymo:f @inige 
phthalein als Indikator viel schiirfer. ditiits 
Das Gesamtvolumen der Ansiitze variierte yon Fall zu Fall zwischaf der ” 

6,0 und 12,0 eem; es enthielt 1—2 eem Pufferlésung und 3,5—8,0 cen bel 
Serum. Fast in allen Fillen war das Verhiltnis Serumvolumen : Gesamt behal 
volumen wie 2:3. Substrat: d-Leueyl-glycin (Hoffmann-La Roche Bubst 
Die Menge des Substrates, von welchem fiir jeden Versuch eine friscli ] 
Lésung bereitet wurde, schwankte in einzelnen Versuchen zwischen ‘ WVersu 
und 220mg; sie ist in den angefiigten Tabellen nicht wiedergegeben ee 
Jeder Ansatz war mit Thymol versetzt, um Infektion zu verhindern. Bich , 
Bei der Bewertung der angegebenen Ergebnisse miissen wi = 
zweierlei Vorbehalte machen. Wegen der nicht besonderen Schirifq, . d 
ob also die Freund-Kaminersche Wirkung mit dem Auftreten yo ~~ 
Mbt on 
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Sera von Kaninchen mit Brown-Pearce-Tumoren 























Bevor 8 0 Std. 72 Stunden 144 Stunden 
2n, er Be iniaeinol ; :, = : : 2 —- 
“gs E. NaOH- | NaOH- | Diffe- | NaOH- | Diffe- | Biineckions 
sfiih | £~ | Verbr. | Verbr. | renz | o/, | Verbr. | renz | 9, 
. ‘© |in cem Jin eem | in cem | in cem | in cem | ~ 
el den fF | 
odet 1 | 197 | 1,93 | —0,04 | — | 1,91 | —0,06 | — 

‘Feo! 095 | 1,05 | +010) — | 0,98 | +0,03 | — 
endl 3 | 1,07 1,12 | +005 |— | 1,17 | +0,10 | — 
; odes | 200 | 3,73 | +1,73 |86,6] 4,07  +2,07 103,5] GroBer Tumor 
lie Zu. | | 18 Tage nach 
uf der | | der Impfung, 
uriick, | nach weiteren 

: | | 10 Tagen zu- 

Aeid: | riickgegangen 
lischersB 5 | 1,77 2,26 | +0,49 | 27,6] 3,17 +1,40 | 79,21 Sehr kleiner 
Z Ver. | Tumor 
estellt 17 Tage nach 
ibstrat | | der Impfung 
Blind. 


on. lif Ges Umschlagspunktes bei der Titration nach Willstatter-W ald- 


r VP échmidt-Leitz betrachten wir -+ 0,1 ccm Laugeverbrauch als 
eltene > , 
die Boch innerhalb der Fehlergrenze liegend. Bei Verwendung von 


Phosphatpuffer verringert sich diese Titrationsfehlergrenze auf 
er ei-$ 0,05 com 0,1n-NaOH. Da man aber wegen der Kostbarkeit des 











er sin} Substrats und der Schwierigkeit in der Beschaffung gréBerer 
ca Scrummengen gezwungen ist, nur kleine Mengen des d-Dipeptides 
-Bline{2U Verwenden, entspricht dieser unvermeidliche ‘Titrationsfehler 
‘hyme!f@inigen Prozenten Substratspaltung. Deshalb méchten wir Aci- 
__ |Gitiitszu- oder -abnahme, die sich in einem Betrag bis 0,1 ccm 
ae der verbrauchten Laugenmenge ausdriickt, nur mit iuferstem Vor- 
scamch Behalt bewerten, obwohl sie manchmal bis zu 10°/, der benutzten 
oche fSubstratmenge entspricht. 
friscl’f Ferner wollen wir besonders darauf hinweisen, daB bei manchen 
hen “FVersuchen die Spaltung des d-Leucyl-glycins erst nach langer Hin- 
gone Wirkungszeit, aber dann plétzlich stark ansteigt oder iiberhaupt 
_psich erst dann offenbart. Einige Ansitze zeigen bei einer Reak- 
se? "[fionsdauer bis zu 100 Stunden keine oder nur sehr geringe Spaltung 
char des d-Dipeptids; nach dieser Zeit jedoch erreichte die Spaltung 
on yop Schnell ziemlich hohe Betriige. Ein derartiges Verhalten der Ansitze 
ob dit Fist natiirlich zuerst an eine bakterielle Infektion der Versuchs- 
vezi Proben und bakterielle Spaltung des Dipeptids denken. Obwohl 
— die Ansiitze immer mit Thymol versetzt waren, kann man die 


Miclichkeit einer Infektion nicht ganz ausschlieBen. Es muf 
10* 
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jedoch darauf hingewiesen werden, daB auch nach 150 Stunde; 
bei vielen Versuchen keine Zunahme der Aciditiitswerte beob. 
achtet wurde und daf eine solche starke Zunahme niemals 
auch nach sehr langen Versuchszeiten, unter unseren Versuch. 
bedingungen in Blindproben ohne d-Dipeptid zustande kam. May 
miiBte also eine besondere Bakterienart annehmen, die spezifisc) 
d-Dipeptid spaltet. 


Unter Beriicksichtigung der eben erwihnten Gesichtspunkt & 


kommen wir zu der Annahme, daB der wiederholt gefundene 
Reaktionsverlauf der d-Leucyl-glycin-Spaltung auf den Eintritt 
einer sekundiren Reaktion hindeutet, welche sich — unter unserer 
Versuchsbedingungen — erst nach 2 Tagen geltend macht. Die 
zu Beginn der Reaktion anwesende d-Dipeptidase-Menge be- 
urteilen wir nur nach denjenigen Fiillen, in welchen eine deutliche 
Spaltung sich schon nach kiirzeren Versuchsperioden geltend macht. 

Auch bei Befolgung dieses Grundsatzes zeigen unsere Ver- 
suche eine zweifellose Spaltung des d-Leucyl-glycins durch eine 
Reihe von Seren und zwar von carcinomatésen und mebhreren 
nicht carcinomatisen Menschen. Was erstere betrifft, weisen wir 
z. B. auf drei menschliche Krebsfille hin, bei denen wir Ge- 
legenheit gehabt haben, die Seren wiederholt zu untersuchen 
und dabei die Spaltungswirksamkeit der Seren als im weseut- 
lichen tibereinstimmend feststellen konnten. Was die nicht carci- 
nomatésen Seren betrifft, so verweisen wir auf die Tabelle S. 145. 
Ob es sich hier um das Auftreten einer ohne aktuellen Krank- 
heitsreiz vorhandenen, als Abwehrenzym fungierenden d-Peptidase 
(mdglicherweise bei Spontan-Immunitiat) handelt, mtissen weitere 
Versuche zeigen. 

Zusammenfassung 

An den reinen asymmetrischen Dipeptiden d-Leucylglycin 
und 1-Leucylglycin wurde die Spaltung durch menschliche uni 
tierische Sera untersucht. 

In Bestiitigung einiger Versuche von Waldschmidt-Leit: 
und Mitarbeiter finden wir — nicht regelmaiBig — eine deut- 
liche, manchmal erhebliche Spaltung durch menschliche Krebs- 
sera und durch Sera von Kaninchen mit Brown-Pearce-Sarkomet. 

Auch an nicht carcinomatisen menschlichen Seren kénnet 
nach lingeren Versuchszeiten Spaltungen eintreten. 


Der Stiftung Lotten Bohmans Fond dankt der eine vol 
uns (H. vy. Euler) fiir einen Forschungsbeitrag. 
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Zur Methodik der chemischen Vitamin E-Bestimmung 
Von 
Beth vy. Euler und Hans y. Euler 


—_——————_—_—__— a 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1940) 


Die chemische Bestimmungsmethodik spielt bei Vitamin E 


' (z-‘Tocopherol) eine noch wichtigere Rolle als bei anderen Vitaminen, 


da die Ermittlung der Tocopherolmengen in Zellen und Geweben 


' durch Tierversuche noch viel lingere Versuchszeiten erfordert als 
| die biologische Analyse anderer Vitamine. 


Zur physikochemischen und chemischen Bestimmung von 


| z-Tocopherol kommen auBer dem Drummondschen Absorptions- 
verfahren (Absorption bei 294 my) im wesentlichen zwei Methoden 
'in Betracht: die von Karrer!) und Mitarbeitern angegebene po- 
' tentiometrische Goldtitrationsmethode und die von Emmerie und 
Engel?) beschriebene colorimetrische Methode, bei welcher «-Toco- 
| pherol vermége seines starken Reduktionsvermégens FeCl, redu- 
'ziert, worauf durch Zusatz von Dipyridyl eine kolorimetrisch be- 
stimmbare Rosafarbung eintritt. 


Die Methode von Emmerie und Engel ist kiirzlich auch von 


Karrer’) geprift und zur Bestimmung von Tocopherol in Tier- 
/organen verwendet worden. Nach Karrer, Jiger und Keller 
| (a. a. O.) geben die beiden Methoden ,,im allgemeinen befriedigend 


iibereinstimmende Resultate. Bei betraichtlich gefairbten Losungen 


fielen die colorimetrisch ermittelten Tocopherolwerte etwas héher 
}aus als die mit dem potentiometrischen Verfahren bestimmten™. 


Kmmerie und Engel haben — nach der uns hier gegenwartig 
zuganglichen Literatur — ihr Verfahren auSer an Serum‘) nur an 


| pilanzlichem Material verwendet, waihrend Karrer, Jager und 


) Helvet. chim. Acta 21, 939 (1938); 22, 253, 617 (1939). 

*) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 57, 1351 (1938). 

3) Helvet. chim. Acta 28, 464 (1940). 

4) Emmerie u. Engel, Rev. Trav. Chim. Pays-Bas 58, 895 (1939). 
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Keller mit dieser Methode (ebenso wie mit ihrer eigenen) auch eine 
Reihe von Tierorganen untersucht haben. 

Uber die Extraktion des vitamin-E-haltigen Materials wie auch 
uber die Verseifung desselben machen sowohl Karrer wie auch 
Emmerie und Engel genaue Angaben). 

Die hollandischen Forscher halten indessen die Verseifung von 
pflanzlichen Olen nicht fiir unumginglich2), sofern nicht gewisse 
gleichzeitig anwesende Carotinoide stéren. 

Wir haben uns seit einiger Zeit mit der Bestimmung von Toco- 
pherol in Tierorganen beschaftigt, besonders um den Vitamin-- 
Gehalt in Tumoren festzustellen. Bei unseren kiirzlich beschriebenen 
Versuchen®) tber den Tocopherolgehalt von Jensen-Sarkomen 
haben wir die Dipyridylmethode ohne vorhergehende Verseifung 
des Materials anzuwenden versucht, nachdem wir uns davon iiber- 
zeugt hatten, daB im untersuchten Jensen-Sarkom nur sehr ge- 
ringe, nicht stérende Mengen von Carotinoiden zugegen waren. 

Bei der weiteren Verfolgung dieser Untersuchung hatte sich 
dann gezeigt, daB im unverseiften Benzolextrakt noch andere Sub- 
stanzen als Carotinoide vorhanden sind, welche ebenfalls redu- 
zierend auf FeCl, wirken’) und welche einen gréBeren Tocopherol- 
gehalt vortéuschen, als er sich ergibt, wenn man die Bestimmung 
an verseiftem Material ausfiihrt. In solechen Extrakten treten 
nach unseren Erfahrungen auch andere St6rungen auf. Nachdem 
wir diese Erfahrung gemacht haben, haben wir bei unseren Ver- 
suchen stets folgende Arbeitsweise eingehalten: 

Wir extrahierten nach Karrer das fein zerhackte Material 
2mal mit der 4fachen Menge Alkohol und dann mit derselben Menge 
Alkohol-Benzol (1:1) und auBerdem noch mit der doppelten Menge 
3enzol. Jedesmal wurde der Riickstand gut ausgepreBt. Alle 
Extrakte wurden vermischt und im Vakuum im Stickstoffstrom 
vollstindig vom Lésungsmittel befreit. Hierauf haben wir den 
Extrakt mit der ca. 8fachen Menge frisch bereiteter 10°/iger 
ithylalkoholischer Kalilauge unter Stickstoff waihrend 40 Minuten 
bei Wasserbadtemperatur von 70—80° verseift. Dann wurde die 
Flissigkeit auf das 4fache Volumen mit Wasser verdiinnt und 
darauf 4mal mit 3/, des Volumens peroxydfreien Athers aus- 





Emmerie u. Engel, Rev. Trav. Chim. Pays-Bas 59, 246 (1940). 
B. u. H. v. Euler, Diese Z. 264, 141 (1940). 

Emmerie u. Engel haben dies auch fiir unverseifte Ole gefunden. 
Vel. die Monographie: Vitamin E. Symposium of the Soc. Chem. Ind., 
London April 1939. 
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seschiittelt und der Atherextrakt 2mal mit Wasser, 2mal mit 
59/,iger Salzséure und dann wieder mit Wasser bis zur vollstandig 
neutralen Reaktion gewaschen. Der Atherextrakt wurde mit wasser- 
freiem Natriumsulfat getrocknet, dann unter Stickstoffzufuhr ein- 


| gedunstet und schlieBlich im Vakuum vom Lésungsmittel voll- 
 stindig befreit. Die unverseifbaren Riickstaénde wurden in absolu- 
| tem Athylalkohol gelést und zur Messung des Tocopherolgehaltes 
' nach Emmerie und Engel verwendet. 


Als Ausgangsmaterial benutzten wir 60,0 g von Nekrosen be- 
freite Jensen-Sarkome (Ratten). Daraus erhielten wir 315,5 mg 


| unverseifbaren Riickstand. Die Alkohollésung stand tiber Nacht 


im Eissehrank und wurde am folgenden Tage von einer reichlichen 


Faillune befreit. Die Messung im Stufenphotometer ergab nach 
ro) a fo) 


10—20 Minuten in 2 Messungen: 


0,56 mg Tocopherol im ganzen Extrakt, 


0,92 mg Tocopherol je 100 g Sarkom. 


| Dies entspricht 0,18°/, des unverseifbaren Riickstandes. 


Der Wert 0,9 mg-°/, entspricht den héchsten von Karrer in 
Tierorganen gefundenen Tocopherolmengen (nur in Pferdeleber 
wurde ein héherer Wert gefunden). 

Emmerie und Engel!) fiihren ihre kolorimetrischen Messun- 


' gen etwa 10—15 Minuten nach der Mischung aus und geben an, dab 
eine weitere Anderung der Farbung durch Tocopherol in Zeiten bis 
' zu einer Stunde nicht stattfindet. In unserem verseiften Sarkom- 
material fanden wir eine sehr erheblich Abhangigkeit von der Zeit, 


wie aus der folgenden Zusammenstellung hervorgeht: 


Durchgelassenes Licht in °/,; Filter 50 
10 Minuten 20 Minuten 30 Minuten 35 Stunden 
46,3 46,0 38,7 18,1 


Die zur Verfiigung stehenden Mengen des tocopherolhaltigen 


Extraktes aus Jensen-Sarkome sind noch zu klein gewesen, um 
| aus denselben die Substanz oder die Substanzen zu isolieren, welche 


die fortschreitende Rosafarbung veranlassen. Von den in Betracht 


| kommenden Stoffen haben wir bisher Sterine und Gallensiiuren auf 


iiese Erscheinung hin naher untersucht und kénnen iiber folgende 


Ercebnisse berichten. 


8) Monographie ,,Vitamin E‘‘, Soc. Chem. Ind. 1939, 14. 
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Cholsaure, iiber Ester gereinigt*) 
123,3 mg Cholsdure in 25 ccm Reaktionslésung. Keine Spur von Rot. 
farbung in 4 Stunden. 
Cholesterin, reinst, Schering-Kahlbaum 
224,8 mg Cholesterin in 25 ccm Reaktionslésung zeigte in den ersten 
15 Minuten keine Rotfairbung, diese trat erst allmahlich hervor: 
0 15 33 70 130 385 Minuten 
Durchgelassenes Licht eine . aR 
ne; Hier 50 100 100 76,9 64,8 43,6 
Entspricht eine Toco- no , 2 97 
pherolmenge yon 0) 0 0,029 0,09 0,145 0,279 mg 
Die Bestimmung nach 33 Minuten ist in einer Reaktionslésung 
gemacht, die 138,9 mg in 25 ccm enthielt. Der Wert ist auf die 
Konzentration 224,8 mg/25 cem umgerechnet. 


Sitosterin 
43,0 mg Sitosterin in 25 ccm Reaktionsmischung. Sofort eine schwache 


Rosafarbung bemerkbar. 
25 Min. 10 Stdn. 45 Min. 


Durchgelassenes Licht in °/,; Filter 50... 69,7 17,5 
Entspricht eine Tocopherolmenge von .. . 0,12 mg 
Ergosterin, rein 
32,0 mg in 25 ccm Reaktionsmischung. Sofort schwache Rosafarbung. 
15 30 45 60 120 Minuten 
Durchgelassenes Licht 40,8 35.5 24.0 
in °/,; Filter 50 
Entspricht eine Toco- 0,146 0,24 0,30 0,35 0,48 me 
pherolmenge von 
Die Werte nach 15 und 30 Minuten sind aus folgenden Werten 
umgerechnet worden, die wir mit einer Reaktionsmischung von 
17,0 mg Ergosterin in 25 ccm erhielten. 


15 Minuten 30 Minuten 
Durchgelassenes Licht in °, .... 79,4 68,7 
Entspricht eine Tocopherolmenge yon 0,077 mg 0,126 mg 


Die Frage, ob Ergosterin in Tumoren vorkommt, ist von 
Interesse in Riicksicht auf Befunde von A. v. Christiani®), denen 
zufolge Ergosterin im normalen Seren die durch Cholesterinbutyrat 
hervorgerufene Cytolysehemmung wesentlich verstirkt. 


*) Wir verdanken das Praparat Herrn Geheimrat Prof. H. Wieland. 
®) A.v. Christiani u. Mitarbeiter, Z. Krebsforsch. 49, 221, 679 (1939/40). 
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Ergebnisse 


rot. 1. Fir nekrosefreie Jensen-Sarkome ergibt sich der «-T'oco- 
pherolgehalt bei Beriicksichtigung verseifbarer Verunreinigungen 
zu 0,9 mg «-Tocopherol je 100 g frischen Sarkoms, entsprechend 

rsten fF dem Gehalt normaler, vitamin-E-reicher Organe. 
: 2. Unter den untersuchten Sterinen geben Ergosterin und 
luten HF Sitosterin sofort eine ahnliche, aber viel schwichere FeCl,-Dipyri- 
dyl-Reaktion wie «-Tocopherol. Diese Farbreaktion nimmt aber im 
Gegensatz zu der durch «-Tocopherol erzeugten mit der Zeit zu. 
Kine soleche Zunahme tritt auch ein bei Verwendung groBer Mengen 


von Cholesterin. 
sung 
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Uber die Pasteursche Reaktion im Warmbliitermuskelbrei 
Von 
W. Kutscher und W. Sarreither 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus der Chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitit Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1940) 


Bringt man Warmbliiterzellen und insbesondere Muskelzellen 
in eine Stickstoffatmosphire (oder in ein anderes anaerobes Milieu), 
so setzt ein starker Abbau des Glykogens zu Milchsiéure ein, der 
iiber verschiedene phosphorylierte Zwischenstufen verliuft. Hebt 
man nun nach einiger Zeit die Anaerobiose auf, in dem man wieder 
Sauerstoff hinzutreten laBt, so hért mit dem EKinsetzen der Zell- 
atmung die Milchséurebildung auf und das Kohlenhydrat wird statt 
dessen oxydativ abgebaut. Diese Erscheinung wird als Pasteur- 
sche Reaktion bezeichnet. O. Meyerhof?) hat eine Deutung der 
ihr zugrunde lhegenden chemischen Reaktionsvorgiinge gegeben, die 
unter dem Namen der Pasteur-Meyerhofschen Theorie bekannt 
ist. Nach diesem Forscher soll in Sauerstoff nur eine mehr oder 
weniger starke Verlangsamung der Milchséurebildung dadurch ein- 
treten, daB durch die Zellatmung ein kleinerer Teil der Milchsaure 
total oxydiert und der gréSere Teil zu Glykogen resynthetisiert 
wird. Das Verhaltnis der in Sauerstoff gema8 diesem Mechanismus 
insgesamt verschwundenen Milchsiure zu der oxydierten Milchsiure 
wird als ,,Oxydationsquotient®* bezeichnet; dieses Verhaltnis soll 
fiir den Skelettmuskel des Warmbliiters wie des Kaltbliiters weit- 
gehend konstant sein. 

Die Pasteur-Meyerhofsche Theorie stellt eine Ubertragung 
der bei der Erforschung des Erholungsvorganges der Skelett- 
muskulatur gewonnenen Erkenntnisse auf den Pasteureffekt der 
ruhenden Zellen dar. Da aber Meyerhof den Vorgang der Milch- 
siuresynthese zu Glykogen nur am intakten, in Sauerstoff sich 
erholenden Froschmuskel experimentell nachweisen konnte, so wird 
die Konstanz des Oxydationsquotienten sowie die Frage, ob in 


1) Die chemischen Vorgange im Muskel. Berlin 1930. 
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Sauerstoff nur eine Verlangsamung der Milchséurebildung (nach 
Meyerhof) oder ein vollstaéndiger Stillstand derselben (nach 

A. Hahn) stattfindet, zum Hauptbeweismittel fiir die oben er- 
wihnte Deutung des Pasteureffekts. Kine meBbare Resynthese von 
- Glykogen aus Milchséure konnte bisher weder im Muskelbrei noch 
im intakten Warmbliitermuskel mit Sicherheit nachgewiesen 
werden, trotzdem in beiden Fallen ein starker Pasteureffekt beim 
Ubergang von der Anaerobiose in Sauerstoff in Erscheinung tritt. 

Die Allgemeingiiltigkeit der Meyerhofschen Theorie der 

berg) [JF Glykogenresynthese wurde daher von verschiedenen Seiten be- 
stritten; von einigen Forschern wurden auch andere Erkléirungen 
des Pasteureffekts in Erwagung gezogen” 3). Die Anwendung der 
Meyerhofschen Theorie auf den Muskelbrei wird schon allein durch 


ny die Tatsache erheblich erschwert, daB A. Hahn‘) die Abhangigkeit 
Pe der Glykogenresynthese von der Intaktheit der Fibrillenstruktur 
oa nachweisen konnte. Dazu kommt noch, daB die von Meyerhof 
“ia postulierte Konstanz des Oxydationsquotienten nach A. Hahn?) 
a im Warmbliitermuskelbrei nicht vorhanden ist. In verschiedenen 
“a Untersuchungen dieses Forschers wurde gezeigt, daB im Muskelbrei 
wii des Rindes mit einsetzender Zellatmung die Milchséurebildung vollig 
: a zun Stillstand kommt und nicht etwa, wie Meyerhof meint, nur 
on mit wesentlich geringerer Geschwindigkeit verlauft. Die Pasteur- 
ee sche Reaktion im Warmbliitermuskelbrei beruht nach A. Hahn auf 
einer Hemmung der Milchséurebildung durch den Sauerstoff und 
YE nicht auf einer Verminderung der gebildeten Milchséiure durch eine 
= teilweise Resynthese. Diese Hemmung soll durch einen koch- 
= bestindigen Stoff vermittelt werden®), der aber mit den C,-Dicar- 
= bonséuren von Szent-Gy6rgyi nicht identisch ist’). 
se In unserer ersten Arbeit’) iiber diesen Gegenstand machten 
; wir die iiberraschende Feststellung, daB wohl im Rindsmuskelbrei, 
wie A. Hahn gezeigt hat, die Milchséurebildung in Sauerstoff vollig 
i ausbleibt, nicht dagegen im Muskelbrei anderer Warmbliiter, be- 
ng *) A. Lennerstrand, Naturw. 1987, 347; F. Lipmann, Biochem. Z. 
t- 265, 133 (1933); 268, 205 (1934); K. C. Dixon, Biol. Rev. Cambridge philos. 
er Soc. 12, 431 (1937); G. Moruzzi c.s. Arch. Sci. biol. (It.) 25, 1 (1939). 
h- 3) A. Szent-Gy6érgyi, Studies on biological oxidation and some of its 
tf apa ig Leipzig 1937. 

| 4) c.s., Z. Biol. 91, 491 (1931). 
rd 5) c.s., Z. Biol. 91, 53 (1930). 
n § 6) A. Hahn u. H. Niemer, Z. Biol. 97, 195 (1936). 


7) A. Hahn, H. Niemer u. W. Gasseling, Z. Biol. 99, 614 (1939). 
8) W. Kutscher, G. Veithu. W. Sarreither, Diese Z. 251, 129 (1938). 
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sonders des Meerschweinchens. Hier bildeten sich unter den voy 
uns gewahlten Versuchsbedingungen (2 Stunden Digestion bei 37) 
auch in Sauerstoff gréBere oder geringere Mengen an Milchsiiure, 
AuBerdem machten wir die Beobachtung, daB Rindsmuskel und 
Meerschweinchenmuskel gegeniiber der Art der Zerkleinerung ver. 


schieden empfindlich sind. Wahrend der Rindsmuskel die wenig 


schonende Zerkleinerung mit der Fleischhackmaschine in den mei- 
sten Fallen aushalt, ohne daB eine wesentliche Schidigung der 
Atmung und der Pasteurschen Reaktion eintritt, bedeutet dic 
gleiche Zerkleinerungsart fiir den Meerschweinchenmuskel praktisch 
eine mehr oder weniger vollstaéndige Vernichtung des Pasteur. 
effektes, verbunden mit einer sehr starken Schadigung der Atmung, 
wie im nachstehenden gezeigt wird: 


Tabelle 1 
Alle Werte cmm Sauerstoff pro 1 g Muskulatur, gemessen in der Warburg- 
apparatur, 





























i. 2. Bi 4, 5. Viertelstunde 
Scherenbrei .. . 350,9 330,5 — 275,9 ~= 
Scherenbrei .. . 413,3 374,4 — 312,9 263,6 
Maschinenbrei . . 230,1 79,5 33,5 — — 
Maschinenbrei . . 203,2 76,6 44,1 —- — 


Wie die vorstehende Tabelle zeigt, ist im Maschinenbrei | ent- 
gegen unserer friiheren Vermutung a. a. O.8)] die Atmung so weit- 
gehend geschadigt, daB die Messung schon in der Anfangszeit des 
Versuches gegeniiber den Scherenwerten nur halb so groBe Atem- 
werte ergibt und schon in der 2. Viertelstunde nur noch ein kleiner 
Rest tibrig geblieben ist. Im Scherenbrei dagegen ist die Atmung 
iiber einen Zeitraum von mehr als einer Stunde noch sehr gut. 
Ahnliche Beobachtungen iiber Schadigung der Atmung finden sich 
auch in der Literatur’). 

Wendet man statt der Fleischhackmaschine zur Zerkleine- 
rung des Meerschweinchenmuskels eine Schere an, so findet man 
nunmehr auch im Meerschweinchenmuskel regelmaibig eine mehr 
oder weniger starke Pasteursche Reaktion, die dadurch zu- 
stande kommt, daB in den Scherenwerten die Milchsaurebildung 
im Sauerstoff kleiner und in Anaerobiose bedeutend gréBer ist als 


®) z. B. G. Mansfeld u. J. Scheff-Pfeiffer, Arch. f. exper. Path. 190, 
585 (1938). 
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in den mit der Maschine hergestellten Vergleichswerten. Weitere 
| Versuche machten es wahrscheinlich, daB die starkere Schidigung 
| vielleicht auf der gréBeren Quetschung beruht, wie die nachfolgende 
| Juasammenstellung zeigt, in der die Milchsdurebildung eines mit der 
| Schere zerkleinerten Meerschweinchenmuskelbreies verglichen wird 
‘mit der Milchsiurebildung des gleichen Breies nach einer Zer- 
} quetschung im Achatmérser: 


Uber die Pasteursche Reaktion im Warmbliitermuskelbrei 155 


Tabelle 2*) 


| Muskulatur ein und desselben Meerschweinchens, a= mit der Schere zer- 
| kleinert, b = mit der Schere zerkleinert und dann im Achatmérser gequetscht. 


2 Stunden bei 37° 














a b 

hy 16,9 16,9 

O, 21,2 26,2 

Va 36,3 32,6 

Q Q2 

Milchsiiurebildung in {vi a ice 
4 ee eee _ 15,1 6,4 


Die schwerste Schidigung bei der Zerkleinerung mit der Fleisch- 


'hackmasehine ist also wahrscheinlich der damit verbundene 


Quetschvorgang, wie auch von anderer Seite beobachtet wurde?®). 


| Wir verwenden daher zur Herstellung von Muskelbrei nur scharf 


ceschliffene Scheren und haben fiir die weiteren Versuche die 


Verwendung der Fleischhackmaschine ganz ausgeschaltet. Es mag 
' aber hier noch einmal hervorgehoben werden, da8 der Rindsmuskel 
| eigentiimlicherweise und im Gegensatz zu der Muskulatur ver- 
' schiedener anderer Warmbliiter die Zerkleinerung mit der Fleisch- 
| hackmaschine ohne weiteres aushalt, wenn auch, wie die Werte 
| der nachfolgenden Tabelle zeigen, damit gerechnet werden muB, 


da in einzelnen Fallen die Schaédigung genau so stark sein kann 
wie beim Meerschweinchenmuskel. Worauf diese eigenartigen 


| Unterschiede in der Empfindlichkeit verschiedener Muskelarten 
| gegentiber Strukturzerst6rung beruhen, bleibt aber unklar. 


*) Alle Angaben dieser und der nachfolgenden Tabellen bedeuten 


F mg Milchsaure pro 5 g Muskelbrei; L= Milchsiuremenge bei Versuchsbeginn, 


0, und Va = Milchsiuremenge in Sauerstoff, bzw. im Vakuum nach der jeweils 


| angegebenen Versuchszeit. 


0) Vgl. hierzu A. v. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 236, 16 (1935). 
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Tabelle 3 


Rindsmuskel, Zerkleinerungsart: Fleischhackmaschine mit Siebplatte 1,5 mm 
Lochdurchmesser. 2 Stunden bei 37°. 








Il 


























II IV 

L 24,5 23,1 22,5 19,1 

O, 36,3 30,0 30,4 62,1 

Va Fe | 32,6 40,1 65,0 

sia hand ’ 0, 11,9 6,9 7,9 43, 
Milchsiurebildung in Va 126 95 176 45,9 





Hervorgehoben sei, dafi der Rindsmuskelbrei in jedem dieser 
vier Falle direkt nach der Zerkleinerung fiir den Versuch verwendet 
wurde; der Muskel des letzten Versuches mit der besonders hohen 
Milchséurebildung (43,0 mg Milchsaéure in O,) kam sogar in be- 
sonders frischem Zustand zur Verwendung, er war noch warm und 
weitgehend erregbar. 

Die Versuche der Tab. 1 haben uns dariiber belehrt, da in 
dem mit der Fleischhackmaschine hergestellten Meerschweinchen- 
muskelbrei das Verschwinden der Pasteurschen Reaktion zu- 
sammenfallt mit einer weitgehenden Schadigung der Zellatmung. 
Diese Befunde zwingen dazu Stellung zu nehmen, ob der Mechanis- 
mus der Pasteurschen Reaktion in einer Hemmung der Glykolyse 
durch die bloBe Gegenwart des Sauerstoffs besteht oder ob ein 
ursdchlicher Zusammenhang irgendwelcher Art zwischen der 
Atmung und der Pasteurschen Reaktion gegeben ist. Diese Frage 
wurde in der Literatur wiederholt diskutiert und verschieden be- 
antwortet. Auf die an anderen biologischen Objekten erhobenen 
Befunde (Leukocyten, Knochenmarkszellen usw.) und deren Deu- 
tungen méchten wir hier nicht eingehen, da sie zum Teil rechit 
widerspruchsvoll sind und an biologischen Substraten gewonnen 
wurden, deren Kohlenhydratstoffwechsel in seinen Einzelphasen 
noch nicht so klargestellt erscheint, wie es bei der Muskelzelle der 
Fallist. Nach der Meyerhofschen Theorie mi8te ein ursiachlicher 
Zusammenhang mit der Zellatmung unbedingt angenommen 
werden, und zahlreiche experimentelle Befunde an der Muskelzelle, 
die aihnlich denjenigen der Tab. 1 eine Gleichzeitigkeit der Scha- 
digung von Zellatmung und Pasteurscher Reaktion zeigen, 
sprechen in diesem Sinne. Doch brauchen derartige experimentelle 
Befunde nicht als ein Beweis fiir die Meyerhofsche Theorie 2 
gelten, da sie ja an und fiir sich nichts weiter bedeuten als dab 
beim Aufhéren der Zellatmung die Glykolyse in Erscheinung tritt. 
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' Warum und in welcher Weise die intakte Zellatmung die Glykolyse 
| verhindert, kann man aus dieser Tatsache an sich natiirlich noch 
nicht folgern. 
Nach den Untersuchungen von A. Hahn am Rindsmuskel mu8 
-man aber auch an die Méglichkeit einer hemmenden Wirkung des 
| Sauerstoffs denken; aus dem Rindsmuskelbrei kann man einen 
| kochbestandigen und daher wahrscheinlich niedermolekularen Stoff 
-extrahieren, dessen Zusatz die Pasteursche Reaktion voll wieder- 
herstellen kann. So kann man z. B.1) durch Stehenlassen des 
tindsmuskelbreies die Pasteursche Reaktion praktisch vollig auf- 
-heben; setzt man den oben erwéhnten Stoff zu, so tritt sie wieder 
auf, d. h. es wird bei Gegenwart von Sauerstoff keine Milchsiure 
‘mehr gebildet wie es vorher der Fall war. Da dieser Stoff die 
'Atmung des Rindsmuskelbreies aber nicht verindert und vor allen 
Dingen nicht erhéht, so wird daraus der SchluB gezogen, daB die 
Pasteursche Reaktion nicht durch eine Oxydation der Milchsaure 
‘im Meyerhofschen Sinne erklirt werden kann, sondern daB es 
rsich um eine Hemmung der Glykolyse durch den Sauerstoff 
‘handeln muB. 
| Immerhin scheint uns die Frage, ob ein ursiichlicher Zusammen- 
‘hang zwischen Zellatmung und Pastetirscher Reaktion besteht, 
Fauch durch diese Versuche noch nicht endgiiltig geklirt zu sein. 
‘Denn die wiederholt erhobenen Befunde iiber eine gleichzeitige 
Aufhebung von Atmung und Pasteurscher Reaktion durch Struk- 
‘turzerstérung, wie die in unserer Tab. 1 wiedergegebenen, sind nur 
schwer mit emer rein hemmenden Wirkung des Sauerstoffs zu 
-vereinbaren, insbesondere wenn sie durch einen relativ niedermole- 
‘kularen Stoff iibertragen werden soll. Denn fiir eine chemische 
‘Wirkung des Sauerstoffs im Sinne einer Hemmung des gl yko- 
lytischen Fermentes oder einer Zerstérung einer dafiir notwendigen 
Substanz usw. sind am Maschinenbrei praktisch die gleichen Még- 
Jichkeiten wie am Scherenbrei gegeben. Auferdem glauben wir, 
‘laB eine rein hemmende Wirkung des Sauerstoffs auf die Glykolyse 
ohne eine ursichliche Mitbeteiligung der Zellatmung nur dann 
‘bewiesen ware, wenn der oben erwihnte, kochbestiindige Stoff die 
Pasteursche Reaktion auch dann voll wiederherstellen wiirde, 
wenn der Muskelbrei sicher keine Zellatmung mehr zeigt. 
Als weiteren Beitrag zur Klirung dieser Frage haben wir das 
Verhalten der aeroben Glykolyse im Muskelbrei bei Gegenwart von 


11) A. Hahn u. H. Niemer, Z. Biol. 98, 527 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 1] 
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Blausaéure untersucht, deren Wirkung nach den Untersuchungen § 


von Warburg in einer Aufhebung der Zellatmung durch Aus. 
schaltung der Zellhimine besteht. 


Tabelle 4 


HCN-Konzentration: m/1000; Versuchsdauer 2 Stunden bei 37° 
a) Meerschweinchenmuskel: Scherenbrei 









































HON HON “HCN 
ise as eatnn ae 20,7 _ 20,7 _ . oa 
O, . 28,1 32,0 25,9 33,6 22.0 | 28,2 
Va. 35,3 34,2 37,4 34,4 a2 | «(82 

b) Rindsmuskel: Maschinenbrei 
_ HCN | HCN HON “HEN 
LL... _ ae oe 124 | — 
O,... {| 304 | 440 | 331 | 52,5 | 25,7 | 452 | 246 | 346 
Va. ..] 40,1 | 420 | 426 | 40,4 | 41,8 | 360 | 34,0 | 344 




















Wie die vorstehende Tab. 4 zeigt, wird durch m/1000-HCN im Fs 
Meerschweinchenmuskelbrei und im Rindsmuskelbrei die Pasteur-f  ¢ 
sche Reaktion vollstaéndig aufgehoben und die Milchsaurebildung F 
ist bei beiden Muskelarten in Gegenwart von Sauerstoff genau sof } 
hoch oder manchmal sogar etwas héher als in der Anaerobiose. | 
Durch die Vergiftung mit Blausiure wird aber, wie man wohl 
annehmen darf, tats&chlich nur die Zellatmung geschadigt, und wif s 
haben keinen Grund dafiir, daneben noch eine andere chemische F 
Wirkung der Blauséure anzunehmen. Denn da8 bei diesen geringen 
Blauséurekonzentrationen eine komplexe Bindung der Zellhamine f 
stattfindet, ist eime gesicherte Tatsache; es ware aber gewagt, — 
daneben noch die Méglichkeit einer chemischen Reaktion mit irgend- 


welchen relativ einfachen Stoffen anzunehmen. 


Aus den bisher dargelegten Griinden neigen wir dazu, dif 
Erklarung des Mechanismus der Pasteurschen Reaktion im Muske f 
im Zusammenhang mit der Zellatmung zu suchen. Es besteht dabei f 
keine Notwendigkeit, diesen Zusammenhang nur im Sinne det 
Meyerhofschen Theorie zu sehen, sondern man mu8 auch ag 
andere Méglichkeiten denken, die den verschiedenen gesichertel F 
experimentellen Tatsachen besser gerecht werden, etwa wie devg- 
Befunden von Hahn und Mitarbeitern tiber den Oxydationsquo f 
tienten im Rindsmuskelbrei. So kénnte man z. B. daran denken,f 
daB der EinfluB der Zellatmung auf die Glykolyse darin besteht,> 
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da an einer bestimmten Zwischenstufe des Glykogenabbaupro- 
yesses beim Kinsetzen der Zellatmung eine Umschaltung vom 
anaeroben auf den oxydativen Abbau und umgekehrt stattfinden 
kann. Wir gehen dabei von der Annahme aus, da die bekannten 
Zwischenstufen des Glykogenabbaus tuber die Phosphorylierungs- 
produkte usw. wahrscheinlich fir den anaeroben und oxydativen 
Abbau, wenigstens im Anfangsteil desselben, gemeinsam sind. 

Nach den bisher dargelegten experimentellen Befunden beruht 
der Gegensatz im Verhalten der aeroben Milchsaurebildung beim 
Rindsmuskelbrei und Meerschweinchenmuskelbrei zu einem gro8en 
Teil auf ihrer verschiedenen Empfindlichkeit gegeniiber Struktur- 
gerstorung. Aber auch bei schonender Zerkleinerung des Meer- 
schweinchenmuskels mit der Schere fanden wir in Sauerstoff immer 
eine kleinere oder gréBere Milchsiurebildung, so daB immer noch 
ein Unterschied im Verhalten gegeniiber dem Rindsmuskelbrei be- 
stehen blieb, bei welchem auch im Verlaufe mehrerer Stunden in 
Sauerstoff keine Milchséure entsteht. Wir suchten daher nach den- 


' jenigen experimentellen Bedingungen, unter denen die aerobe Milch- 
\N in & 
teur- § 
| schweinchenmuskelbrei Bedingungen zu finden, unter denen die 


| siurebildung im Rindsmuskel und im Meerschweinchenmuskel sich 


gleichartig verhielt. Es gelang uns tatsichlich auch fiir den Meer- 


Milchséiurebildung in Sauerstoff, genau so wie im Rindsmuskelbrei, 


fiir eine bestimmte Zeit konstant bleibt. Wir erreichten das dadurch, 


da8 wir die Versuchstemperatur herabsetzten und daB wir die Milch- 
siurebildung in ihrem zeitlichen Verlauf verfolgten, statt wie bisher 
die nach 2 baw. 21/, Stunden insgesamt gebildete Milchsaéure zu 
messen. 














Tabelle 5 
Meerschweinchenmuskel, Scherenbrei; Versuchstemperatur 25° 
we « ames 0’ 15’ 30’ 60’ 120’ 180’ 240’ 
iis. + | 16,9 17,6 17,6 -- 24,3 —~ 
me a ets 25,2 28,8 35,2 — 40,1 -- 
Ae sy Oe ee 16,8 17,0 17,0 - 19,2 — 
i ee oR 20,4 23,6 29,3 an 32,4 — 
BU... ik® FA 18,9 18,5 18,9 23,0 23,2 ~= 
eee 25,0 29,5 33,8 35,4 37,6 — 
>, eee S| a - 18,2 21,2 -— 21,2 
i See ae — — 27,5 31,3 -- 33,5 
O,.....{f 220 | 210 | 220 | 224 | 23,0 | 268 — 
sk ee 29,3 33,8 36,6 - 
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Wie die Versuche der Tab. 5 deutlich zeigen, bleiben die Milch. 
siurewerte in Sauerstoff unter den obigen Bedingungen auch bein 
Meerschweinchenmuskelbrei im Verlaufe einer Stunde, haufig auch 
von zwei Stunden, eindeutig konstant. Dann setzt allerdings regel. 
miBig eine Zunahme der Milchséure ein, die aber die Hohe der 
anaeroben Milchséurebildung bei weitem nicht erreicht. Auf Grund 
dieser Ergebnisse neigen auch wir der Ansicht zu, daB die von 
A. Hahn am Rindsmuskel gefundene Tatsache, daf in Sauerstoff 
keine Milchséure entsteht, fiir den Warmbliitermuskel allgemein 
charakteristisch ist. Ob man dies nachweisen kann oder nicht, 
hangt im wesentlichen von den Versuchsbedingungen ab; miBt man 
in der Anfangszeit des Versuches, so findet man die aeroben Milch- 
siurewerte konstant. Nach einer bestimmten Zeit macht sich dann 
irgendein schadigender Prozef bemerkbar, dessen Intensitét bei 37" 
noch verstirkt ist und der zu einem Anstieg der Milchsaure in 
Sauerstoff fiihrt. Im Maschinenbrei ist diese Schadigung schon bei 
Versuchsbeginn wirksam fa. a. 0.8), Tab. 5]. Wir vermuten daher, 
daB sowohl das Auftreten der aeroben Milchsiurebildung in dew 
mit der Schere hergestellten Muskelbrei wie das Fehlen der 
Pasteurschen Reaktion im Maschinenbrei die gleiche Ursache 
haben, eine Schaidigung, die unter den verschiedenen Versuchis- 
bedingungen verschieden schnell in Erscheinung tritt. 

Die Stoffwechselvorginge im Muskelbrei unterscheiden sich 
von denjenigen im intakten Muskel nach Meyerhof durch folgen- 
des: Durch die Zerkleinerung erfolgt eine starke Steigerung aller 
Stoffwechselprozesse, wobei die Milchsiurebildung viel mehr zu- 
nimmt als die Atmung (auf das 20—40fache statt auf das 10fache). 
Infolgedessen ,,gelingt es der Atmung nicht mehr, der Milchsaure- 
flut vollstandig Herr zu werden‘!2). Bei Gegenwart von Sauerstoi! 
kann man daher nur eine Verlangsamung der Milchsiurebildung 
erwarten, es muB aber unméglich sein, eine meBbare Synthese von 
Kohlenhydraten festzustellen; das ist die Erklarung dafiir, warwn 
es nicht méglich ist, eine Synthese von Glykogen aus Milchsaure 
im Muskelbrei nachzuweisen. Wendet man diese Anschauung voi 
Meyerhof zur Erklarung unserer Versuche der Tab. 5 an, so mub 
man das Konstantbleiben der Milchsiurewerte in Sauerstoff da- 
durch erkliren, daB die Atmung wenigstens wihrend der ersten 
und zweiten Versuchsstunde ausreichend gewesen ist. In der nach- 
folgenden Figur sollen diese Verhiltnisse durch je einen charak- 





12) OQ. Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 114 (1921). 
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teristischen Versuch mit Muskelbrei, der mit der Schere, bzw. mit 
der Maschine hergestellt wurde, besonders deutlich gemacht werden. 


Wie man sieht, nimmt die aerobe Milchsdure in dem mit der 
Maschine hergestellten Muskelbrei, in Ubereinstimmung mit den 
Anschauungen von Meyerhof, von Versuchsbeginn an zu. Im 
Scherenbrei dagegen bleibt sie langere Zeit konstant und infolge- 
dessen wird der Unterschied zwischen der Milchsiurebildung in 
Sauerstoff und in der Anaerobiose im Verlaufe von mehr als einer 
Stunde immer gréBer; so hat er sich z. B. in der Zeit von 15’ bis 60’ 
nach Versuchsbeginn um fast das Zweieinhalbfache vergréBert, 
d.h. nach Meyerhof wiirde das bedeuten, da in dieser Zeit die 
Atmung etwa 15 mg der gebildeten Milchsiiure fortgeschafft hat 
und auch weiterhin noch gréBere Milchsiuremengen fortschafft. 
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Man muBte daher erwarten, da wenigstens wihrend dieser Zeit- 
spanne, in der die Atmung ,,der Milchsaéureflut Herr wird“, auch 
ein Verschwinden von Milchséure, bzw. eine Resynthese von 
Glykogen nachweisbar waren; denn es erscheint uns doch sehr 
unwahrscheinlich, zur Erklarung der Konstanz der Milchsaéurewerte 
die Annahme zu machen, daB dieses Verschwinden der Milchsaiure 
durch die Atmung immer nur bis zu dem Anfangsmilchsiurewert 
fihrt, der ja an und fir sich rein zufalliger Natur ist und dem 
sicher keine biologische Bedeutung zukommt. Man mii8te daher 
eigentlich auch 6fters ein eindeutiges Unterschreiten der Anfangs- 
werte erwarten, was aber in unseren Versuchen nicht der Fall war. 
Schon auf Grund dieser Uberlegungen spricht der Nachweis dieser 
Konstanz der aeroben Milchsaéurewerte auch im Meerschweinchen- 
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muskelbrei mehr fiir ein Nichtentstehen der Milchséure in Sauer. 
stoff als fiir ein Verschwinden derselben durch Resynthese und 
Oxydation im Sinne Meyerhofs. Um aber die Ursache der starkey 
Verbesserung der Pasteurschen Reaktion im Verlaufe der ersten 
Versuchsstunde noch weiterhin zu klaren, fiihrten wir folgenden 
Versuch aus: in einem Meerschweinchenmuskelbrei wird die Milch- 
siurebildung im Sauerstoff und im Vakuum wihrend einer Stunde 
gemessen und daraus die wihrend dieser Zeit ,,verschwundene‘ 
Milchséuremenge festgestellt; einer anderen Portion des gleichen 
Muskelbreies wurde von Anfang an im Sauerstoffversuch eine ent- 
sprechende Menge Milchsaure zugesetzt. Da man von vornherein 
schwer voraussehen konnte, wie groB der Betrag der ,,verschwun- 
denen‘’ Milchséure sein wird, so wurde der Versuch zweimal mit 
jeweils verschieden groBen Milchséurezusatzen ausgefiihrt. Wie die 
nachfolgende Tabelle zeigt, ist in beiden Fallen von der zugesetzten 
Milchséuremenge nichts verschwunden, trotzdem wir im ersten 
Versuch z. B. fast die gleiche Menge Milchséure zugesetzt hatten 
wie in Sauerstoff ,,verschwunden“ sein soll. 


Tabelle 6 


Versuchsdauer 1 Stunde bei 25°, Meerschweinchenmuskel, Scherenbrei. 
MS = Zusatz von 9,1 mg Milchséiure im Versuch I bzw. von 18 mg Milchsaure 
in Versuch II. 





| Ms 7 - MS 

Versuch I: L ye | Versuch IT: L 27,0 
O, | 182 | 27,7 O, | 27,0 | 44,5 

Va 27,5 Va 39,6 


_ Eine ahnliche Beweisfiihrung wird auch im nachfolgenden Ver- 
such angestrebt, mit dem Unterschied, daB wir hier, durch eine 
einstiindige anaerobe Vorperiode diejenige Milchséiuremenge im 
Muskelbrei entstehen lassen, die in der nachfolgenden Stunde aerob 
,zum Verschwinden“ gebracht werden soll. Der gleichzeitig aus: 
gefihrte Parallelversuch zeigte iibrigens, daB in diesem Muskelbre! 
die Milchsaure in Sauerstoff iiber zwei Stunden konstant geblieben 
ist. Auch hier blieb die in der anaeroben Vorperiode gebildete 
Milchsiéure in der nachfolgenden Stunde in Sauerstoff unverandert, 
trotzdem im Parallelversuch im Verlaufe dieser zwei Stunden 14 mg 
Milchsiure ,,verschwunden“ sein sollen (vgl. Tab. 7). 

Der Versuch b dieser Tab. 7 zeigt tbrigens, daB nach ein- 
stiindiger Digestion im Sauerstoff in der nachfolgenden Stunde im 
Vakuum etwas weniger Milchsiure (74°/,) gebildet wird als wahrend 
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- der ersten Stunde des Anaerobioseversuches. Dies Ergebnis miiBte 


man erwarten, wenn man die Annahme macht, daB in Sauerstoff 
auch Kohlenhydrat verbraucht wird, sei es durch Veratmung oder 


auf irgendeine andere Weise. 


Tabelle 7 
Meerschweinchenmuskel, Scherenbrei, Versuchstemperatur 25°. a= nach 
60’ Digestion im Va folgt 60’ Digestion in O,; b = nach 60’ Digestion in O, 
folgt 60’ Digestion in Va. 


























60’ 120’ a b 
L 18,5 - “ : 
O, 19,1 18,7 29,7 26,3 
V: 29,0 32,7 : 


Aus dem bisher Dargelegten muB man unserer Ansicht nach 
den SchluB ziehen, daB im Warmbliitermuskelbrei in Sauerstoff 


 iberhaupt keine Milchsiure verschwindet und daB8 die zufillig 


gerade vorhandene Milchsiuremenge unverdndert bleibt. Die 
Pasteursche Reaktion kann demnach nur durch ein Aufhéren der 
Milchséurebildung in Sauerstoff erklart werden und nicht durch 
ein Verschwinden von Milchséure gemiB der Meyerhofschen 
Theorie. 

Das oben beschriebene Verhalten der aeroben Milchsiure- 
bildung fanden wir regelmiébig in zahlreichen Versuchen wieder, 
von denen die Tab. 5 nur einige Beispiele wiedergibt. Doch war 
es uns mdéglich, unter bestimmten Bedingungen auch eine echte 
aerobe Glykolyse nachzuweisen, und zwar dann, wenn die Meer- 
schweinchenmuskulatur besonders reich an Glykogen war. Um 
ee Anreicherung des Glykogens in der Muskulatur zu erreichen, 
injizierten wir subcutan verschieden groBe Mengen Glucose in 
wiBriger Lésung und untersuchten nach Ablauf einer bestimmten 
Zeit die Milchséurebildung. In der nachfolgenden Tab. 8 bringen 
wir sechs besonders charakteristische Versuche. 


Die Muskulatur dieser Tiere enthielt 44—55 mg Glykogen pro 
5g Brei gegen im Mittel 24,1 mg Glykogen bei den normalen 
Tieren (11 Tiere mit Muskelglykogen von 11,7—34,0 mg pro 5 g). 
Wie man sieht, zeigen alle Versuche eine nicht sehr groBe, aber 
immerhin deutliche aerobe Glykolyse, die bis zur dritten Stunde 
ziemlich gleichmafig zunimmt. Dieses war der hiufigere Befund, 
doch fanden wir manchmal auch Tiere, bei denen trotz groBen 
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Tabelle 8 


Die Glucoseinjektion wurde meistens in zwei, manchmal in drei Portioney 

vorgenommen, von denen die erste 24 Stunden, die letzte mindestens 6 Stunden 

vor der Tétung des Tieres erfolgte. DO, = in Sauerstoff gebildete mg Milch. 
saure. 





ae RR  eEe EE een aE aR — 


Zeit 0’ 30’ 60’ 120’ | 180’ | 240’ Injizierte Glucose. 
menge in ¢g 


O, 14,4 | 17,4 | 21,1 | 23,3 | 25,9 | 25,9 























I. Va 20,7 | 34,8 | 43,9 | 46,5 | 481 8.3 
DO, = 3,0 6,7 8,8 1 11,5 | 11,5 
0, 12,3 | 16,0 | 18,0 | 20,0 | 22,2 | 21,9 

II. Va - 22,5 | 28,2 | 34,7 | 36,6 | 37,7 3,3 
DO, 37 5,7 ia 9.9 9.6 

ml 2, 18,9 - 22.5 | 24,4 | 26,8 
ts 2,0 
DO, 3,0 DD 7,9 
O, 18,3 : 22.5 | 25,5 | 26,5 

IV. Va 36,7 | 43,0, | 45,0 2,0 
DO, 4.2 7,2 8,2 
O, 21,2 | 24,1 | 26,1 | 30,1 | 29,1 7 

V. Va 30,6 | 35,1 41,6 | 42,0 Syd 
DO, , 2,9 4,9 8,9 7,9 





QO, 18,0 | 19,6 | 20,7 | 23,6 | 24,8 
VI. Va — 24,8 | 31,2 | 37,1 | 37,8 3,7 


po. 7 — 161271 56] 68 























Glykogenreichtums der Muskulatur die Milchsiuremenge in Sauer- 
stoff tiber mehrere Stunden konstant blieb. Dafiir ein Beispiel: 


Tabelle 9 
3,1 g Glucose in 12,5°/,iger Lésung, injiziert, wie Tab. 8. Muskelglykogenwert: 
73 mg pro 5g Muskulatur. 








Zeit | 0’ | 30’ | 60’ 

















0, 17,5 16,2 18,7 17,1 18,0 
Va 24,8 31,5 38,2 38.9 


In dieser Muskulatur, die sogar zu den glykogenreichsten 
gehérte, bildet sich in Sauerstoff im Verlaufe von drei Stunden 
iiberhaupt keine Milchsaéure; die kleinen Schwankungen entsprechen 
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der Fehlerbreite unserer Methode. Doch zeigten nur etwa 40°/, 


Sauerstoff, die, wie gesagt, fiir die nicht mit Glucose gespritzten 


' Tiere der regelmaBige Befund ist. Fiir dieses abweichende Ver- 
' halten der Milchsaéurebildung in der glykogenreichen Muskulatur 
| kénnen wir vorlaéufig keine Erklarung geben; es erscheint uns aber 


wesentlich darauf hinzuweisen, daB auch in den glykogenreichen 
Muskeln die fiir die normalen Tiere beschriebene Konstanz der 
Milchsaurebildung in Sauerstoff immerhin noch in einem so hohen 
Prozentsatz der Falle vorkommt, daB wir sie mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit als das normale Verhalten betrachten kénnen. Es 
scheint uns aber, daB das Auftreten der aeroben Milchsaéurebildung 
bei glykogenreichen Muskeln gegen eine Deutung der Pasteurschen 
Reaktion als eine Hemmung des glykolytischen Fermentsystems 
durch Sauerstoff [a. a. O.?)] spricht. 

Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich, da man mit einem 
Auftreten einer aeroben Milchséurebildung auch unter physiolo- 
gischen Bedingungen rechnen muB, d.h. unter Bedingungen, unter 


denen man eine neuerliche Schadigung der Zelle als Ursache der 


Glykolyse wohl ausschlieBen kann. Eine Glykogenanreicherung der 
Muskulatur.auf mehr als das Doppelte des normalen Wertes wird man 
wohl nicht gut als eine Schidigung der Zelle betrachten kénnen, 
um so weniger, da ja auch hier noch ein bedeutender Prozentsatz 
der untersuchten Muskulaturen keine Glykolyse in Sauerstoff zeigte. 
Das Auftreten der aeroben Glykolyse im glykogenreichen Muskel- 
brei wird vielleicht besser durch die Annahme erklart, dai hier 
irgendweleche Faktoren, die mit der Pasteurschen Reaktion ur- 
sichlhich zasammenhingen, insuffizient geworden sind. Wir glaubten 
daher in der Glykogenanreicherung der Muskulatur besonders 
geeignete Versuchsbedingungen fiir die Untersuchung des che- 
mischen Mechanismus der Pasteurschen Reaktion gefunden zu 
haben. In der Tat sollte man erwarten, daB die aerobe Glykolyse 
des glykogenreichen Muskels durch den Zusatz des Stoffes oder, 
allgemeiner gesagt, durch die Wiederherstellung des Zustandes, 
wieder aufgehoben werden wiirde, dessen Insuffizienz sie ver- 
ursacht hat. 

Durch die Arbeiten von Szent-Gyérgyi ist die Bedeutung 
der C,-Dicarbonsiuren als Katalysatoren der Zellatmung klar- 
gestellt und bewiesen worden!%). Nach den von ihm entwickelten 





13) Vol. zusammenfassenden Vortrag in Ber. chem. Ges. 72, 53 (1939). 
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Vorstellungen dienen die Fumarsaure und die Oxalessigsiure mi 
ihren spezifischen Dehydrogenasen als Zwischenglieder des Wasser. 
stofftransportes von den Nahrstoffen zu den Zellhaiminen und damit 
zum Sauerstoff: Die Codehydrase (Nicotinsiureamid) tibernimmt 
2 H-Atome des Nahrstoffes und iibertragt dieselben auf die an de 
Malicodehydrogenase aktivierte Oxalessigsiiure, die damit zur 
Apfelsiure wird. Hier greift nun ein Zwischenglied ein, entweder 
das ,,gelbe Ferment‘ von Warburg oder die_,,Diaphorase‘ 
v. Eulers (welche nach F. B. Straub auch ein Alloxazinproteid 
sein soll), welches den Wasserstoff von der Apfelsiure auf die an 
der Succinodehydrogenase aktivierte Fumarsaure iibertragt und sie 
damit zur Bernsteinséure hydriert. Von der letzteren wird der 
Wasserstoff an den Zellhiminen oxydiert. Der oxydative Abbau 
der Kohlenhydrate ist nach Szent-Gy6rgyi im wesentlichen eine 
Oxydation der Triosephosphorsiure durch das oben erwihnte 
System. Atmung und Garung sollen identische Vorginge sein mit 
dem Unterschied, da8 bei der Gaérung Brenztraubensiure als H- 
Acceptor der Oxydation der Triosephosphorsadure dient und damit 
zur Milchséiure wird, wihrend bei der Atmung eine carboxylierte 
Brenztraubensiure — die Oxalessigsiure — den Wasserstoff der 
Triosephosphorséure tibernimmt und ihn auf dem oben beschrie- 
benen Wege zu H,O oxydiert!4). Demnach muB die Triosephosphor- 
siure diejenige Stufe des intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel: 
sein, an der sich die Wege des oxydativen und des anaeroben 
Abbaus scheiden. Aber auch eine Oxydation der Milchsiure, bzw. 
der Brenztraubensaure ist nach Szent-Gy6rgyil) durch dieses 
System méglich, wobei in diesem Fall in Anbetracht des Redox- 
potentials der Milchséure wahrscheinlich nur die Hialfte des oben 
erwihnten Systems (von der Fumarsiure ab) bendétigt wird. 


Nachdem eine grofe Reihe von Versuchen mit Injektion bzw. 
Zusatz von verschiedenen Wirkstoffen ergebnislos geblieben waren, 
erschien es uns besonders wichtig, die Wirkung der C,-Dicarbon- 
siuren auf die aerobe Glykolyse des glykogenreichen Muskels zu 
priifen, da z. B. das Auftreten der Milchséurebildung in Sauerstofi 
durch eine Herabsetzung der Konzentration der C,-Dicarbonsauren 
innerhalb der Muskelzelle infolge Herausdiffusion in die Suspen- 
sionsflissigkeit bedingt sein kénnte. Dieser Vorgang miiBte aller- 
dings sowohl bei der glykogenreichen wie bei der normalen Mus- 





14) A. v. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 244, 115 (1936). 
15) A. v. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 249, 211 (1937). 
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| je zwei Beispiele angefiihrt; die anderen Versuche wurden fort- 
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kulatur gleichartig sich vollziehen und kann daher nicht die eigent- 
liche Ursache der aeroben Glykolyse der ersteren sein. Doch ist 
es denkbar, daB eine derartige Konzentrationsabnahme oder ein 
anderweitig bedingter Mangel an C,-Dicarbonséuren im Zellinneren 
im Zusammenhang mit der Glykogenanreicherung die Ursache der 
Insuffizienz‘‘ des Mechanismus der Pasteurschen Reaktion 
werden kénnte. Es diente uns diese Vorstellung nur als Arbeits- 
hypothese, da unsere bisherigen Versuche es nicht erlaubten, irgend- 
eine gesicherte Erklirung fiir die Ursache der aeroben Glykolyse 
in der glykogenreichen Muskulatur zu geben. In einer Reihe von 
Versuchen setzten wir dem Muskelbrei Bernsteinsiure und Fumar- 
siure zu und verglichen die Milchsiurebildung in Sauerstoff mit 


derjenigen ohne diese Zusitze. 


Tabelle 10 


2,5 ¢ Glucose subcutan injiziert in zwei Portionen; Tétung des Tieres 6 Stunden 
nach der letzten Injektion. Zusatze zum Muskelbrei wie jeweils angegeben. 


A. BS= Zusatz von 100 mg Bernsteinséure 











0’ 60° 120’ 180’ 240’ 
+. Veen 22,7 26,8 27,8 32,8 
O-m... 20,9 24,0 28,8 34,8 
DO, ..... 1,5 5,6 6,6 11,6 
DO,+ BS .. ioe — 0,3 2,8 7,6 12,8 
2 eae 19,8 22,0 22,8 23,1 
O48... ~ 23,1 22.9 23,2 
ee : 2,2 3,0 3,3 
DO,+BS .. 7 3,3 3,1 3,4 











B. FS = Zusatz von 100 mg Fumarsaure 





eee 23,6 25,4 26,4 
Ga+e....7 BA 29,6 37,8 38,7 
re ak 3,6 5,4 6,4 
_ DO, +FS. - 7,5 15,7 | 16,6 
. ea 19,8 20,2 
Gem... 2 28,8 37,8 
_, ae 7 3,6 4,0 
DO,+FS... si 11,5 20,5 

















In der vorstehenden Tabelle sind aus jeder Versuchsreihe nur 
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gelassen, da sie gleichartig ausfielen. Unsere Zusatze an (,-Dj. A sta 
carbonséuren sind erheblich héher als in den Versuchen von Szent. > 
Gy6rgyi; doch haben wir auch verschiedene Versuche mit yi 
geringeren Mengen ausgefiihrt, z. B. mit 30, 25, 10 mg und weniger. 
die aber auch kein anderes Ergebnis zeitigten. Allgemein kan, 
aus diesen Versuchen der Schluf gezogen werden, daB Bernstein. 
sdure und Fumarséure im Zusatzversuch wirkungslos sind, jeden. 
falls die aerobe Glykolyse nicht wieder aufheben kénnen. De 
Zusatzversuch mit Fumarsiure zeigt sogar eine Steigerung de 
Milchséurebildung, die nicht auf einer Oxydation der Fumarsiiuy: 
selbst durch Permanganat beruhen kann, wie die Kontroll-Lecr-. 
werte mit Fumarsiurezusatz beweisen. Doch lieB sich diese Tat- 
sache sehr leicht kléren. Es handelt sich hier nicht um eine tat. 
sichliche Steigerung der Milchsaéurebildung durch den Fumarsiiure- 
zusatz, sondern nur um eine Wirkung des Fermentes Fumaras:,f— 
die den groBen Uberschu8 an Fumarsiure im Verlaufe einiger Zeit} zu 
gréBtenteils (eventuell bis zu dreiviertel der zugesetzten Menge) in : 
Apfelsiiture umwandelt. Wie bekannt, wird aber die Apfelséiure bei} _ 
der Milchséurebestimmung nach Friedemann, Cotonio und} 
Shaffer auch in betrachtlichem Ausma8e durch Permanganat 2 | — 
bisulfitbindenden Substanzen oxydiert!*). Daher ist die ,,Milch-|— 
siurebildung’ durch Fumarat annéhernd proportional der zu-| we 
sesetzten Fumarsiuremenge, wie nachfolgender Versuch zeigt.| de 


Tabelle 11 


Meerschweinchenmuskel unvorbehandelt, Scherenbrei; FS,. usw. — Zusatz ke 
von 15mg bzw. 30mg und 100mg Fumarsiiure. Versuchsdauer einheitlich f 





Se 
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_— 
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2 Stunden du 

— ———__—_—— ka 

——_—* 7 ae un 

L 18,9 — ead 20,0 let 

O, 24,2 26, 4 29,1 37,8 dic 
DO, 5,3 7,0 10,2 17,8 

eh 


Nach Abzug der aeroben Milchséurebildung ohne Zusatz be- f ” 
kommt man fiir 15, 30 und 100 mg Fumarsaure eine ,,Milchsiure F _ 
bildung“* von 2,2, 4,9 und 12,5 mg, also eine deutliche Abhangig- 
keit von der Menge der Fumarsiure. 

Das Ergebnis der vorstehend geschilderten Versuche spricht 
scheinbar gegen die Beteiligung der C,-Dicarbonsiuren am Zu 





16) §. W. Clausen, J. of biol. Chem. 52, 263 (1922). | 38 
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' standekommen der Pasteurschen Reaktion. Zu einem ahnlichen 
Resultat kommt auch A. Hahn [a. a. O.”)] am Rindsmuskel; in 


‘seinen Versuchen konnten die C,-Dicarbonsauren die durch 4stiin- 


; diges Stehenlassen des Muskelbreies aufgehobene Hemmung der 
Milchsiurebildung durch Sauerstoff nicht wiederherstellen, wohl 
aber kann das der von ihm isolierte Stoff. Doch zeigte eine weitere 


Versuchsserie, daB man unter etwas abgeiinderten Versuchs- 
bedingungen den HinfluB der C,-Dicarbonsaiuren auf das Zustande- 
kommen des Pasteureffektes eindeutig zeigen kann. AnschlieBend 


-untersuchten wir néimlich den EinfluB der Malonsiure auf die 


Glykolyse und die Aufhebung ihrer Wirkung durch die C,-Dicarbon- 


siuren. Nach Szent-Gy6érgyi wird die Zellatmung durch Malon- 


siurezusatz aufgehoben!’), und zwar dadurch, daB die Malonsiure 


| die Suecinodehydrase hemmt}§) und damit die Reoxydation der 


sernsteinséure zu Fumarsiure. Die Hydrierung der Fumarsaure 


za Bernsteinséure bleibt dagegen unbeeinfluBt. Diese Wirkung der 


 Malonsiure soll dadurch zustande kommen, da8 die Affinitat der 


Malonsiure zur Sueccinodehydrase gréBer ist als die der Bernstein- 
siure, aber kleiner als die der Fumarsiure!’). Bei gleichzeitiger 


Gegenwart aller drei ReaktionsteiInehmer mu daher die Bernstein- 
_ siure durch die Malonsiure von der Fermentoberflache verdrangt 
- werden, nicht aber die Fumarsiure (dies gilt ohne Beriicksichtigung 
der Konzentrationsverhaltnisse); jedes vorhandene Fumarsaure- 


_molekiil wird daher nach Bindung an die Fermentoberfliche hydriert 
und als Bernsteinsiure freigelassen, die Reoxydation zu Fumarsaure 


kann aber nicht stattfinden, da die Bindung der Bernsteinsaure 
durch die Malonséiure verhindert wird. Die Malonsiurehemmung 
kann nun durch Erhéhung der Konzentration des Succinats wieder 
aufgehoben werden; sie bleibt aus, wenn man Fumarat zusetzt, 
und zwar so lange wie der Fumarsiurevorrat ausreicht. Ist das 
letzte Fumarsauremolekiil zu Bernsteinsiure hydriert, dann setzt 


_ die Hemmung wieder ein. 


Untersucht man die aerobe Milchsaiurebildung im Meerschwein- 
chenmuskelbrei in Gegenwart von Malonsaure, so auBert sich ihre 
hemmende Wirkung auf die Atmung in einer betrichtlichen Zu- 
nahme der Milchsiure; hebt man die Malonsiurewirkung durch die 
(,-Dicarbonsiure auf, so tritt der Kinflu8 der letzteren auf das 

17) A. v. Szent-Gyoérgyi, Diese Z. 224, 1 (1934). 

18) J. Quastel, Biochemic. J. 20,.166 (1926). 

19) A. v. Szent-Gyérgyi, Diese Z. 236, 1 (1935); B. Straub, Diese Z. 
236, 42 (1935). 
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Zustandekommen der Pasteurschen Reaktion deutlich in Fr. 
scheinung. Die nachfolgende Tabelle bringt zuerst Versuche mi 


W. Kutscher und W. Sarreither, 


Malonséure- und Bernsteinséurezusatz. 


Tabelle 12 


a) 2,5 g Glucose subcutan injiziert, Tétung des Meerschweinchens 6 Stunde F- 
nach der letzten Injektion. M = Zusatz von 50 mg Malonsaure; MB = Zusat, | 
von 50 mg Malonsaure und 100 mg Bernsteinsaure. 
























































Zeit | 60 | 120° | 180° | 240° | 60’ | 120” | “Si 240 
1.0, . . . [16,9] 22,7 | 25,6 - 158 5 “Foo 
O,+M. | — | 25,4 | 29.2 8.5 | 123 
0, + MB | — | 19,8 | 20,0 —« ee} Sa 
I. O,. . . [19,8] 22,0 | 22,8 | 23,1 221 30| 33| 
O,4+M. | — | 25,0 | 29.2 | 29.7 52/ 94] 9,9 
O,+MB | — | 21,3 | 189 | 153 | — | 15 | -09 | -45 
i. 0,.. . 19,4] — | 23,0 | 23,0 | 21,3 | 3,6 6] 19 
O,+M. |— | — | 25.8 | 264 | 29,9 641 70} 105 
O, + MB | — 16,8 | 19.1 | 24.4 1-26 | -0'3 | 50 


b) Normale Meerschweinchen ohne Glucoseinjektion; Zusatze wie oben bei a) } — 














Milchsaurebildung in 





120° f 
































— Keit 0’ 60’ 120’ 60’ 

ere 23,4 23,4 25,9 0,0 2,5 
O,+M . | 30,6 | 33,1 7,2 9,7 

O, + MB 19,4 219 | — 40 — 15 

“2 ane 20,5 20,7 0,2 
O,+M. rd 30,3 9,8 

O, + MB é 18,4 me 

a 18,9 24,2 vs 5,3 
O,+M . ~ 29,5 i 10,6 

O, + MB 19,0 a el a 

| ae 17,1 - 20,9 — fb. 
O,+M . <= 23.8 6,7 

O, + MB an 16,6 — 


Wie man sieht, fiihrt der Zusatz von 50 mg Malonséure uf * 
einer erheblichen Verstaérkung der Milchséurebildung in Sauerstoff: F 
diese Menge Malonsaure wihlten wir, weil sie in Vorversuchen mit F 
Taubenbrustmuskel gerade eine Wirkung auf die Milchsaurebildung f ‘ 
zeigte. Bernsteinsiéure hebt diese Wirkung vollig auf, und es ist F 
auffallend, daB die Wirkung der Bernsteinsdéure nicht nur dabef— 
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stehen bleibt. In allen Versuchen wird durch die Bernsteinsdiure 


‘auch die ohne Malonsaurezusatz stattfindende aerobe Milchsiure- 
‘pildung aufgehoben, und hiaufig liegen die Milchsiurewerte des 
Bernsteinséurezusatzversuches sogar unter denjenigen des Leer- 
wertes, was in der Tabelle durch ein Minuszeichen angedeutet wird. 
‘Ob es sich dabei tatsachlich um ein Verschwinden von geringen 


Milchsiurebetragen handelt, kénnen wir nicht sagen, da diese Be- 


triige meist gerade an der Fehlergrenze liegen. Diese Wirkung der 


 Bernsteinsaure zeigt sich gleichartig sowohl an der glykogenreichen 


wie auch an der normalen Muskulatur, wobei meistens betrachtliche 


| Milchsiuremengen am Entstehen verhindert werden. Die Wirkung 
‘des Suecinats halt drei Stunden lang an; erst dann wird sie etwas 


schwaicher (Versuch a, III); es kann sich hier aber auch um eine 


scheinbare Milchsaurebildung tiber Fumarsiure—A pfelsiiure handeln. 


Ahnlich wie die Bernsteinsiure wirkt auch die Fumarsiure, 


doch muB hier in Betracht gezogen werden, was iiber die schein- 
bare Milchsiurebildung nach Fumarsiurezusatz auf S. 168 gesagt 
' worden ist. Infolgedessen kann man die Wirkung der Fumarsiure 
auf die Milchséurebildung nur bei kleinen Fumarsaéuremengen 
 beobachten. Bei groBen Fumaratmengen (100 mg) tritt die Apfel- 


n bei a) F 


 siiurebildung stérend in Erscheinung (vgl. folgende Tab. 18). 


Der erste Versuch dieser Reihe zeigt, daB der Fumarsaure- 


iiberschu8 mit der Zeit in zunehmendem MaBe in Apfelsiure um- 
_ gewandelt wird und daher die Wirkung der Fumarsaure verdeckt. 
~Geht man mit der Fumarséuremenge auf ein Drittel und weniger 


herunter, so erreicht man durch den Fumarsaurezusatz praktisch 
das gleiche wie durch die Bernsteinséure. Allerdings gelingt es 
nicht, wie in den Versuchen der Tab. 12 jede aerobe Milchsaure- 
bildung zu verhindern. Das ist aber wahrscheinlich nur die Folge 
der herabgesetzten (C,-Dicarbonséurekonzentration, wie es Ver- 
such III lehrt, wo zum Vergleich auch die Milchsiéurebildung mit 
100 mg Bernsteinséure und mit 50 mg Bernsteinséiure gemessen 
wird. Die halbe Bernsteinsiuremenge wirkt deutlich schlechter ; 
vergleicht man daher die Wirkung der Fumarsaure mit derjenigen 
der Bernsteinséiure, so kann man aus dem Ergebnis dieses Ver- 


' suches den SchluB ziehen, daB diese Saéure ebenso gut, vielleicht 
;— sogar besser wie die Bernsteinsaéure wirkt. 


Im Anschlu8 an die Klaérung der Mitbeteiligung des Bernstein- 


_ siure~Fumarsauresystems an dem Zustandekommen der Pasteur- 
ist f Schen Reaktion wurde auch die Frage der Mitwirkung des Apfel- 


siure-Oxalessigsduresystems gepriift. Als Zusatz verwendeten wir 
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Tabelle 18 
Meerschweinchenmuskel, Scherenbrei; 2,5 g Glucose subcutan, wie Tab. |) 
Versuch I: M = Zusatz von 50 mg Malonsaure. 
MF= Zusatz von 50 mg Malonsiure und 100 mg Fumarsiiure. 


























Milchsiurebildung jy 

Zeit oy | 60 | 120° | 180° | 60° | 120° | 180 
aes 23,6 25,4 264-136 | 54 | 64 
i ao Te 26,4 | 299 | 31,4 | 64 99 | 114 
0O,+MF...1 22 30,6 | 350 | 369 | 85 | 129 | 148 


Versuch II: Wie Versuch I, nur MF = Zusatz von 50 mg Malonsaure und f 


33 mg Fumarsaure. 


Re ean ame 16,2 19,8 20,2 3,6 4,0 
ie ee. eee 230 | 25,2 6,8 9.6 
O,+ MF... 16,2 19,8 19,8 3,6 3,6 
Versuch III: Wie Versuch I nur 
MB = 50mg Malonsaure und 100 mg Bernsteinsaure. 
MB/2= 50 mg Malonsaure und 50 mg Bernsteinsaure. 
MF = 50mg Malonsaure und 25 mg Fumarsaure. 
a ae 20,2 26,6 25,1 | me 1. 48 
i 33,5 38,6 13,3 | 184 
O,+MB... 24,5 25,2 43 i 5 
O, + MB/2. . 27,0 30,4 | 6,8 10,2 
O,+ MF... 22,4 24,2 | 22 | 40 

















l-Apfelsiiure, die im Muskelbrei, wenigstens teilweise, sehr schnell 
in Oxalessigsiure umgewandelt wird. Bei der Beurteilung der 


nachfolgenden Versuche muf beriicksichtigt werden, was iiber die 
Oxydation der Apfelsiiure durch Permanganat gesagt worden ist. 
Um das dadurch bedingte Mehr an ,,Milchsaure‘’ zu eliminieren, 
setzten wir in jedem Versuch neben dem Leeransatz (= 0’) auch 
einen Kontrolleeransatz mit Zusatz der entsprechenden Menge 
Apfelséure an (vgl. Tab. 14). 

Wie der Versuch IV zeigt, wird die durch Malonsaéurezusatz 
bedingte aerobe Milchsiurebildung durch die Apfelsiure ebenso 
aufgehoben wie durch das Bernsteinsiure-Fumarsauresystem; im 
Gegensatz zu den beiden letzten C,-Dicarbonsiuren hebt die Apfel- 
siure aber auch die spontane Milchsaurebildung der glykogenreichen 
Muskulatur auf, und zwar auch in relativ geringer Konzentration. 
Selbst der Zusatz von 12,5 mg Apfelsiure auf 5 g Muskulatur war 
in allen Versuchen noch ausreichend, um jede Milchsiurebildung 
in Sauerstoff zu verhindern. Die Wirkung der Apfelsaure ist also 
sowohl qualitativ wie quantitativ der Wirkung der Bernsteinsiure 
und Fumarsaure iiberlegen. 
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Versuch I: 
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Tabelle 14 


Meerschweinchen, 2,5 
AeS = Zusatz von 100 mg Apfelsaure. 


g Glucose subcutan, 





Scherenbrei. 








Versuch II: 


a a 
0, +Aeds 


. . 
a 


Versuch ITI: 


ef 


42,5 


20,2 26,6 
39,6 


180° 





Milchsaéurebildung in 


180’ 


4,9 
—1,0 


Meerschweinchen, 2,5 g Glucose subcutan, Scherenbrei. 


AeS = Zusatz von 50 mg —, 
2,5 24,4 
0,3 31,3 


Meerschweinchen, 2,5 g Glucose subcutan, Scherenbrei. 
AeS,.,,= Zusatz von 12,5 mg Apfelsaure. 


30,6 


18,9 | 2 
2 
o 





AeS,, = Zusatz von 25 mg Apfelsaure. 
Milchsaurebildung in 
Zeit 0’ 120’ 120’ 
| 16,3 22,4 6,1 
0, +AeSios 17,5 19,7 2.9 
0,+AeSs. 20,5 20,5 0,0 





Versuch IV: Normales Meerschweinchen, Scherenbrei; Zusatze wie Versuch IT I 


n° ; 

+ AeS 
; 0: £AeS, 
0, ,+M 


0,4+M4 ail 


0,+M Hee 


sowie M = Zusatz von 50 mg Malonsaure 


18,2 
21,8 
25,6 





19,4 
Pe ) 
25,6 
24,2 
9) >] 
24,2 








1,2 


—0,6 
0,0 
6,0 

—1,6 

—1,4 


Wie aus dem bisher Dargelegten hervorgeht, nehmen wir an, 
daB die aerobe Milchséurebildung der mit der Schere, bzw. mit 


‘der Maschine zerkleinerten Meerschweinchenmuskulatur auf ver- 
 schiedene Ursachen zuriickzufiihren sind. Die Milchsiurebildung 
des Scherenbreis hingt, wenn auch vielleicht nicht unmittelbar, 


mit dem Glykogenreichtum der Muskulatur zusammen, die aerobe 


_ Glykolyse des Maschinenbreis ist dagegen eine Folge der mit dieser 
Zerkleinerungsart verbundenen gré8eren Strukturschidigung. Die 
| Verschiedenheit beider Vorgiinge wird durch die nachfolgenden 
| Versuche besonders unterstrichen; sie zeigen, daB die aerobe Milch- 


siurebildung des Maschinenbreis durch die C,-Dicarbonsiuren nicht 
mehr zu beeinflussen ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 
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Tabelle 15 
Versuch I: Meerschweinchen, Maschinenbrei; Glucoseinjektion. 
M = Zusatz von 50 mg Malonsaure. 
B= Zusatz von 100 mg Bernsteinsaure. 





tained 























Milchsaurebildung in 
Zeit o | 60 120’ 60 120’ 
ore fF 25,9 26,0 54 | 55 
Se oe — 31,4 37,4 10.9 | 169 
O.4+M ... ae 26,3 27, 58 | 65 
O,+M+B.. ~- 24,9 28,1 4,4 7,6 


Versuch II: Meerschweinchen normal, Maschinenbrei. 
AeS,.,; bzw. AeS,; = Zusatz von 12,5 bzw. 25 mg Apfelsiure, 


oe ee 20,2 28,8 31,4 86 | 142 
0, + Ati, > 4 220 31,0 34,0 90 | 120 
0,448, «+4 Se 32,1 36,0 8,3 12,2 


Wie ersichtlich, verhalt sich der mit der Fleischhackmaschine 
hergestellte Meerschweinchenmuskelbrei in mancher Hinsicht 
anders als der Scherenbrei. Der Zusatz von Malonsaure bewirkt 
hier keine weitere Zunahme der Milchséure in Sauerstoff, Zusatz 
von Bernsteinsaéure neben Malonsiéure hebt die vorhandene spontane 
aerobe Milchsdurebildung nicht auf. Ebenso bleibt die Apfelsiure 
vollig wirkungslos. Dagegen zeigen die Zusatzversuche mit Bern- 
steinséure allein eine betrachtliche Zunahme an Milchsaure; doch 
handelt es sich auch hier nur um ,,scheinbare Milchséurebildung” 
infolge Umwandlung der Bernsteinsiure in Apfelsiiure und Oxy- 
dation der letzteren durch Permanganat bei der Mulchsaure- 
bestimmung. 

Die Wirkung der Bernsteinsiure im Maschinenbrei ist also 
anders als im Scherenbrei; besonders deutlich zeigt dies der nach- 
folgende Versuch (vgl. Tab. 16), bei dem wir die Muskulatur des 
gleichen Tieres in verschiedener Zubereitung untersuchten. 

Zunachst stellt man fest, daf Fumarsaéure und Bernsteinsiure 
sich nicht gleichartig verhalten: die im Uberschu8 zugegebene 
Fumarsaure wird sowohl im Scherenbrei wie im Maschinenbrei in 
Apfelséure umgewandelt, im letzteren in erheblich gréBerem Un- 
fang. Aber wesentlicher ist der Unterschied im Verhalten der 


Bernsteinsaéure; sie wird im Scherenbrei kaum in Apfelsaéure um- 
gewandelt (Milchséurezunahme nach Abzug des O,-Wertes: 1,1 mg), 
im Maschinenbrei dagegen in einem Umfang, der dem der Fumar- 
sfiure annéhernd gleichkommt (nach Abzug des O,-Wertes: 12,7 mg 
Milchsiure). Dieses Versuchsergebnis kann vielleicht auf folgende 
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Tabelle 16 
\Meerschweinchenmuskulatur in zwei gleiche Portionen geteilt und mit der 
Fleischhackmaschine, bzw. mit der Schere zerkleinert. 
F = Zusatz von 100 mg Fumarsaure. 
B= Zusatz von 100 mg Bernsteinsaure. 


























; Milchsaéurebildung in 

Zeit 0’ 120’ 120’ 

|. Masehine: 
a ae oe 19,1 24,4 5,3 
0, + ee ae 21,6 42,1 20,5 
eS ee 37,1 18,0 

II. Schere: 
es ae a a ee ee 14,8 16,9 2,1 
See 18,2 27,7 95 
> 2 ae 18,0 3,2 











Weise seine Erklarung finden: Die Aktivitét der Fumarase kann 
durch die Art der Zubereitung des Muskelbreis nicht wesentlich 
beeinfluBt worden sein, da die Unterschiede im Verhalten der 
Fumarsdéure im Brei verschiedener Zubereitung dafiir nicht groB 
genug sind: die Zunahme der ,,Milchséure*‘ nach Fumarsiurezusatz 
(die wir auf die Umwandlung der letzteren in Apfelsiure beziehen) 
ist im Maschinenbrei héchstens doppelt so gro wie im Scherenbrei. 
Die Bernsteinséure dagegen wird im Scherenbrei praktisch gar nicht 
in Apfelsiure umgewandelt, im Maschinenbrei aber fast im gleichen 
Umfang wie die Fumarsaure, woraus sich eine Steigerung dieses 
Vorgangs auf etwa das Zwolffache durch die Art der Zubereitung 
des Muskelbreis ergibt. Wir nehmen nun an, da8 im Maschinenbrei 
die Hydrierung der Fumarsaéure zu Bernsteinsiure gestért ist. 
Daher hauft sich im Bernsteinséiurezusatzversuch des Maschinen- 
breies die durch Dehydrierung entstehende Fumarsaure an und wird 
durch die Fumarase in Apfelsiure umgewandelt. Im Scherenbrei 
dagegen (in dem das oxydative System annahernd intakt ist, vgl. 
Atmungsversuche der Tab. I) wird die aus Bernsteinsiure ent- 
stehende Fumarsiaure sofort wieder hydriert und der Uberschu8 
an zugesetzter C,-Dicarbonséure kann nur in Form von Bernstein- 
‘dure vorliegen. Setzt man dagegen dem Scherenbrei im Uberschu8 
Fumarsaiure zu, so muB der nicht fiir die Atmung verwendete Teil 
lerselben von der Fumarase in Apfelsiure umgewandelt werden. 
Die oben hervorgehobene Verschiedenheit im Verhalten beider 
,-Dicarbonsiuren ist also leicht verstindlich. Die fehlende 
Hydrierung der Fumarsiéure im Maschinenbrei kann entweder in 


12* 
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einer Verstérkung der Dehydrierung gegeniiber der Hydrierun 
(d.h. in einer Aktivierung der Succinodehydrase) oder in einer 
Stérung, die zwischen dem Succinat-Fumaratsystem und dey 
Substrat der biologischen Oxydation legt, ihre Ursache haben, 
Wir geben der letzteren Deutung den Vorzug, unter anderem auc), 
deshalb, weil im Thunbergversuch eine nennenswerte Aktivierung 
der Suecinodehydrase im Maschinenbrei sich nicht nachweisen 
Dazu pabt die von uns schon friither gemachte Beobachtung seby 
cut, daB in dem mit der Maschine bereiteten Muskelbrei das Aut. 
treten einer Milchsiurebildung in Sauerstoff einhergeht mit eine 
Abnahme der anaeroben Glykolyse [a. a. O.5)]. 
durch unzweckmaBige Zerkleinerung der Muskulatur mu also 
en Abschnitt des oxydativen Systems getroffen haben, der dem 
aeroben und anaeroben Glykogenabbau gemeinsam ist. Man kénnte 
B. an die Lacticodehydrase denken, die den Wasserstoff der 
Triosephosphorséure sowohl auf die Brenztraubensiure (Milch- 
siurebildung) wie auch auf die Oxalessigsiure tibertragen kann”), 
In diesem Zusammenhang verdient eine Beobachtung von F. B. 
Straub?!) besonderes Interesse: er zeigte, daB durch kurzdauernd 
Bebriitung (87°) von Taubenbrustmuskelbrei*) die Malicodehydrase 
abgeschwiacht wird, ohne dab die Aktivitét der Succinodehydrase 
Dadurch wird das Verhiltnis beider Fermente zugunsten 
der Succinodehydrase verschoben. Aus unseren Versuchen ergibt 
sich, daB diese Schadigung der Malicodehydrase hauptsichlich im 
Maschinenbrei eintritt, im Scherenbrei dagegen unmerklich sein 


Die Schiidigung 


Zusammenfassung 


Unsere Versuche an der Meerschweinchenmuskulatur haben 
gezeigt, daB die sogenannte Pasteursche Reaktion in einem volligen 
Aufhéren der Milchsiurebildung bei Gegenwart von Sauerstoff be- 
steht und nicht, wie es Me yerhof annahm, in einem fortwihrender 
Verschwinden von Milchsiure durch Oxydation und Resynthese 2 
Glykogen. Diese Tatsache wurde schon von A. Hahn am Rinds 
muskelbrei festgestellt und von ihm als allgemein giiltig fiir dic 


Warmbliitermuskulatur erkannt. DaB diese Allgemeingiiltigkei' 


20) Uber die Identitat der Lactico- und Malicodehydrase vgl. N. B. Das, 
Biochemic. J. 31, 1116 (1937). 

21) Diese Z. 249, 191 (1937). 

*) Wahrscheinlich hergestellt mit einer Latapi-Hackmaschine, Loch 
durchmesser der Scheibe: 
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' pisher bestritten wurde??), beruht einfach auf der Tatsache, dab 
‘die Verhaltnisse in der Muskulatur der meisten Warmbliiter fiir 
‘ihren Nachweis wesentlich ungiinstager sind als im Rindsmuskel- 
hrei und daB man daher eine Reihe von Faktoren beobachten mu, 
'wenn man sie auch bei anderen Warmbliitermuskulaturen nach- 
| weisen will. Als derartige Faktoren wurden von uns z. B. die Zell- 
' schidigung durch unzweckmiBige Zerkleinerung (Fleischhack- 
'maschine) und eine starke Glykogenanreicherung der Muskulatur 
f erkannt. Zwischen beiden Vorgéngen besteht allerdings ein Unter- 
'schied. Bei der nicht schonenden Zerkleinerung wird die Zellatmung 
stark geschadigt und dadurch eine Milchsaéurebildung in Sauerstoff 
' hervorgerufen, die nicht mehr zu beeinflussen ist. Diese Schiidi- 
F oung der Zellatmung beruht wahrscheinlich auf einer Stérung des 
| Wasserstofftransportes in demjenigen T'eil des oxydativen Systems, 
der zwischen dem Substrat und dem Bernsteinséure-Fumarsaure- 
| system liegt. In der glykogenreichen Muskulatur dagegen hiangt die 
| auch bei schonendster Zerkleinerung hiéufig auftretende Milchsiéure- 
 bildung im Sauerstoff irgendwie mit einer relativen Insuffizienz des 
'oxydativen Systems zusammen, vielleicht infolge eines Uber- 
fangebots an oxydierbarem Kohlenhydrat. Damit soll natiirlich 
nicht eine Abhangigkeit des Muskelstoffwechsels von der Glykogen- 
| konzentration behauptet werden; fiir den Muskelbrei mag aber die 
' oben dargelegte Annahme zulissig sein, da der Brei sich ja vom 
| intakten Muskel durch die bekannte, starke Stoffwechselsteigerung 
| infolge der Zerkleinerung und durch das Fehlen aller regulatorischen 
Vorgange nervoser und hormonaler Art unterscheidet. Unter diesen 
' besonderen Bedingungen wire es z. B. méglich, daB bei viel Gly- 
| kogen in der Muskulatur der phosphorylierende Abbau desselben 
| uber Hexosediphosphorsiure zur Triosephosphorsiure schneller ver- 
| lauft als die Dehydrierung der letzteren. In diesem Falle kénnte 
- auch aerob Milchsaure auftreten. 


Zwischen der Pasteurschen Reaktion und der Zellatmung 
besteht unserer Ansicht nach ein ursichlicher Zusammenhang, 
jedenfalls in der Form, da8 ein Aufhéren der Atmung regelmabig 


| auch ein Verschwinden der Pasteurschen Reaktion zur Folge hat. 
| Die Wirkung der Zellatmung auf den Glykogenabbau besteht darin, 


da sie das Auftreten von Milchsdure verhindert, und zwar durch 
tie katalytische Mitwirkung der C,-Dicarbonsdiuren. Das Zustande- 
kommen der Pasteursche Reaktion denken wir uns daher im 


22) Vgl. z. B. E. Boyland, Biochem. Z. 237, 418 (1931). 
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Muskelbrei wie im intakten Muskel so, daB bei Gegenwart yon 
Sauerstoff irgendein besonders leicht oxydables Zwischenproduki 
des Glykogenabbaus [z. B. die neue Glycerinaldehyd-Diphosphor. 
siure oder die Glycerinséure-Diphosphorsaure??)| aber das Szent- 
Gyoérgyische C,-Dicarbonsiuresystem und tiber das Warburg. 
Keilinsche Zellhaiminsystem dehydriert wird. Fehlt der Sauerstoff, 
so wird dieses Zwischenprodukt durch die Brenztraubensaure de. 
hydriert, was zur Bildung von Milchséure fiihrt. In allen unserer 
Versuchen konnte die Milchséurebildung in Sauerstoff durch Zusatz 
einer C,-Dicarbonsiure zum Muskelbrei aufgehoben werden. Zwi- 
schen dem Bernsteinséiure-Fumarsauresystem und dem Oxalessig- 
siure-Apfelsiuresystem besteht insofern ein Unterschied, als die 
Apfelsiure (und damit die Oxalessigsiure) befihigt ist, die spontane 
aerobe Milchséiurebildung der glykogenreichen Muskulatur villig 
aufzuheben und zwar selbst in relativ kleinen Konzentrationen, wie 
sie zur Aufrechterhaltung der Atmung zum Muskelbrei verwendet 
werden. Die Bernsteinséure und die Fumarsiéure sind dagegen im 
direkten Zusatzversuch wirkungslos; hemmt man aber durch 
Malonséure die Atmung und ruft dadurch eine zusatzliche aerobe 
Glykolyse hervor, so wird diese durch Succinat bzw. Fumarat auf- 
gehoben und dariiber hinaus wird nun auch die ohne Malonsaure 
bestehende spontane aerobe Glykolyse beseitigt. 

Diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB an dem Zustande- 
kommen der Pasteurschen Reaktion das Oxalessigsiure-Apfel- 
siuresystem direkt beteiligt ist, wihrend das Succinat-Fumarat- 
system nur dadurch mitwirkt, daB es den Wasserstoff des Sub- 
strates von der Apfelsiure (eventuell unter Zwischenschaltung eines 
Flavinfermentes) iibernimmt. Entsprechend seinem Redoxpotential 
wird das Oxalessigsdure-Apfelsiuresystem einen dem Zymophosphat 
relativ nahestehenden Stoff dehydrieren, waihrend fiir die Oxyda- 
tion von Milchséure oder Brenztraubenséure schon das Fumarat- 
system an sich geniigen wiirde. 

Wenn wir daher auch auf Grund des dargelegten die Resynthese 
der Milchsiure zu Glykogen als Ursache der Pasteurschen Reak- 
tion ablehnen, so soll damit nicht gesagt werden, daB dieser Vorgang 
in der Warmbliitermuskulatur iiberhaupt nicht stattfindet. Dieser 
ProzeB wurde von Meyerhof bei der Erholung des Froschmuskels 
nach der Tatigkeit gefunden und nur durch eine Gleichsetzung det 
Erholungsprozesse der Muskulatur mit der Pasteurschen Reaktion 





23) E. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 301, 135 (1939). 
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im Muskelbrei und ihren sonstigen AuBerungen ergab sich die 
| Forderung, da8 diese Glykogenresynthese die Erklarung jeder 
AuBerung des Pasteur-Effekts sein miisse. Unserer Ansicht nach 
' besteht gar keine Notwendigkeit fiir eine derartige Gleichsetzung. 
: Denn, wie unsere Versuche zeigen konnten, wird die einmal ent- 
'standene Milchséure, wenn iiberhaupt, nur sehr langsam entfernt; 
'dagegen ist der Warmblitermuskel sehr wohl imstande, das Ent- 
' stehen groBer Milchsiuremengen zu verhindern. Andererseits kann 
rman sich leicht vorstellen, daB bei der Erholung des intakten 
' Muskels der Glykogenresynthese im Zusammenhang mit der Ent- 
'fernung der Milchséure aus der ermiideten Muskulatur eine be- 
'stimmte Rolle zuakommt. Es wire allerdings in diesem Falle noch 
' mu klaren, wie groB der Anteil der Milchsiure ist, der durch den 
| Kreislauf fortgeschwemmt wird und damit fir die Glykogen- 
_resynthese in der Muskulatur fortfallt. 


Methodisches. 
1. Muskelbrei. Die Rindsmuskulatur wurde frisch vom Schlachthaus 


| bezogen, sofort von Sehnen und vom sichtbaren Fett befreit und mit einer 
| Fleischhackmaschine (Siebplatte mit einem Lochdurchmesser von 1,5 mm) zu 
' einem homogenen Brei verarbeitet. Die Meerschweinchen wurden durch 
j Nackenschlag getétet, durch Anschneiden der Carotiden entblutet, abgezogen 
| und dann die Muskulatur mit scharfen Scheren von den Knochen gelést. Bei 
_ der Herstellung des ,,Maschinenbreis‘“* wurde wie bei der Rindsmuskulatur 
' verfahren, beim ,,Scherenbrei‘‘ wurde die gesamte Skelettmuskulatur mit sehr 
'scharfen, kleinen, gebogenen Scheren zu einem homogenen Brei zerkleinert 
/ und gut gemischt. 


2. Ausfihrung der Versuche. Je 5g Muskelbrei wurde in Reagenz- 


' glaser von etwa 150 ccm Inhalt, die vorher ausgewogen waren, eingewogen 
; und mit 25 cem m/25-Phosphatpuffer von py 7 gemischt. AnschlieBend wurden 
die Zusitze zugegeben, die Reagenzglaser mit einem durchbohrten Gummi- 
_ stopfen, durch den ein Glasrohr mit Schliffhahn gesteckt war, verschlossen 
' und an der Wasserstrahlpumpe evakuiert. Die Sauerstoffwerte (O,) wurden 


aus einem Gasometer mit Sauerstoff gefillt, die Vakuumwerte (Va) an der 


_Hochvakuumpumpe nochmals evakuiert; letzteres kann aber auch ohne Nach- 


teil unterbleiben. Ein Ansatz wurde, ohne evakuiert zu sein, sofort mit Subli- 


| matsalzsaure enteiweiBt (L-Wert; in den Zeitversuchen ist dieser Wert mit 0’) 


angegeben). Alle iibrigen Ansaitze wurden im Wasser eines Thermostaten 
geg g 


| bei 37° bzw. 25° fiir die Dauer der jeweils angegebenen Versuchszeit geschiittelt 


und dann wie der L-Wert enteiweiBt. 


3. Vorbereitung zur Milchsdurebestimmung. Zur EnteiweiBung 
kamen 40 ccm 5°/,iges Sublimat und 20 ccm 4°/,ige Salzsiure in die Reagenz- 


 gliser, die dann iiber Nacht im Eisschrank stehen blieben. Am anderen Morgen 


wurde der Inhalt der Reagenzglaser quantitativ in einen weithalsigen 200 ccm- 
Me8kolben gespiilt und auf Marke aufgefiillt; anschlieBend wurde filtriert und 
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vom Filtrat 150 ccm in einen 300-ccm-MeBkolben pipettiert. Nach Zugah 
von einigen Tropfen Phenolphthalein wurde mit 33°/,iger Natronlauge bis zy 
Rotfarbung neutralisiert, meist fallt dabei gelbes Quecksilberoxyd aus. |) 


die alkalische Lésung gibt man zur Fallung der Kohlenhydrate 20 ccm eing 
10°/,igen CuSO,-Lésung und 40 ccm Kalkmilch aus 200 g CaO (pro analys) 
auf 1 Liter Wasser, fiillt mit destilliertem Wasser bis zur Marke auf und |g; 


unter mehrmaligem Umschiitteln mindestens eine halbe Stunde stehen. &; 


wird durch ein dichtes Faltenfilter filtriert und vom Filtrat ein aliquoter Tei j 


(meist 50 ccm) zur Milchséurebestimmung entnommen. 


4. Milchsdurebestimmung. Wir bedienten uns der Methode yo 
Friedemann, Cotonio u. Shaffer, J. of biol. Chem. 73, 353, 359 (19217 
und der von Lieb und Zacher] angegebenen Apparatur, diese Z. 211, 21] 


(1932). 


5. Zusatze. Die zugegebenen Mengen an Milchsaiure, Bernsteinsiur 
usw. wurden mit der berechneten Menge NaHCO, neutralisiert, so dab dic 
Pufferkapazitat der Ansaitze unbeeinfluBt blieb. 
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Uber die Glykogenolyse im Warmbliitermuskelbrei 


Von 


W. Kutscher und M. Hasenfuss 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Institutes der Universitét Heidelberg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Juli 1940) 


In vorstehender Untersuchung von W. Kutscher und W. 
Sarreither wurde der Versuch gemacht, den Mechanismus der 
Pasteurschen Reaktion 1m Muskelbrei unter Zugrundelegung der 
neuesten Erkenntnisse iiber die biologische Oxydation zu erkliren. 
Ns ergab sich, daB die Milchsaéurebildung in Sauerstoff durch den 
Jusatz von C,-Dicarbonsauren vollstandig wieder aufgehoben wird. 
Da die C,-Dicarbonséuren eine entscheidende Rolle bei der Zell- 
atmung spielen, indem sie als Wasserstoffiibertrager von den 
dehydrierenden Zellfermenten zu dem Hisensystem von Warburg- 
Keilin wirken, so wurde aus der Aufhebung der aeroben Glyko- 
lyse der SchluB gezogen, daB diese Séiuren an einem bestimmten 
Punkt in den Glykogenabbau eingreifen und durch Oxydation einer 
besonders leicht angreifbaren Zwischenstufe das Auftreten von 
Milchséure verhindern. 


Die Pasteursche Reaktion im Muskelbrei wird dadurch 
charakterisiert, daB in Sauerstoff keine Milchséure gebildet wird, 
wenigstens im Verlaufe einer gewissen Zeit; das Auftreten einer 
aeroben Glykolyse ist entweder die Folge einer schweren Zell- 
schidigung oder durch besondere Umstiande bedingt. So kann man 
Milchséurebildung in Sauerstoff entweder gelegentlich in glykogen- 
reicher Muskulatur beobachten oder man kann sie durch Vergiftung 
des Muskelbreies mit Malonsiure hervorrufen. Diese Befunde 
stimmen mit der von A. Hahn vertretenen Auffassung iiber das 
Wesen der Pasteurschen Reaktion im Warmbliitermuskelbrei 
uberein. Die Behauptung von Meyerhof, da8 die Pasteursche 
Reaktion im Muskelbrei nur in einer Verlangsamung der Geschwin- 
digkeit der Milchsiurebildung in Sauerstoff besteht, ist damit 
widerlegt. 
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Diese verschiedenen Befunde muBten durch Bestimmungen de; 
Muskelglykogens erginzt werden, um auch einen Einblick in da; 
Verhalten des letzteren unter der Kinwirkung verschiedener Fak. 
toren zu bekommen. Ks ergibt sich z. B. die Frage, ob einem Still. 
stand der Milchséurebildung in Sauerstoff auch ein volliges Aut. 
héren des Glykogenabbaues entspricht. Andererseits muBte dic 
Moglichkeit einer, wenn auch vielleicht beschrinkten Glykogen. 
resynthese im Muskelbrei im Auge behalten werden. Obwohl nach, 
A. Hahn!) eine einmalige Querdurchschneidung des Muskels dic 
Resynthese der Milchséiure zu Glykogen zum Verschwinden bringt, 
so ist es doch nicht ohne weiteres auszuschlieBen, daB es sich hier 
nur um eine starke Verlangsamung der Geschwindigkeit der Re- 
synthese handelt, bedingt durch das Ausfallen irgendeines chemi- 
schen Faktors. 

Es wurde daher das Verhalten des Glykogens im Verlaufe der 
ersten Stunden nach schonender Zerkleinerung der Muskulatur, 
wahrend derer in Sauerstoff eine Milchséurebildung nicht statt- 
findet, untersucht. In der nachfolgenden Tabelle geben wir einige 
Versuche mit Muskelbrei normaler Meerschweinchen sowie von 
Tieren mit glykogen-angereicherter Muskulatur wieder: 


Tabelle 1 


A. Normale Meerschweinchen, Muskulatur mit der Schere zerkleinert, Digestion 
in Sauerstoff bei 25°; Glykogen in mg Glucose pro 5 g Muskelbrei 











Tier 1 Tier 2 Tier 3 P ‘Tier 4 
0’ 120’ 0’ | 120’ 0’ | 120’ 0’ { 120’ 
19,6 13,2 41,3 | 27,7 32.1 | 218 33,6 20,0 
Abnahme 
_ |) ee — | wee — 10.3 | — | 136 


B. Subcutane Injektion von 1 g Glucose, sonst wie A; auBer Glykogen wurden 
auch die Gesamtkohlenhydrate bestimmt 








Tier 1 Tier 2 Tier 3 
Mito...) a | OP | 0’ | 60’ | 120’ 0” | 60 
Glykogen. . 48,3 | 36,8 | 37,6 39,2 | 25,6 | 23,8 — | — 
Ges.-K.-H. . | 71,6 | — | 70,0 61,2 59,2 | 56,0 56,5 | 55,6 
Abnahme 
Glykogen. . — | 11,5 | 10,7 — | 13,6 | 15,4 - | 
Ges.-K.-H. . — | — | 1,6 — | 20 | 5,2 — | 09 





1) A.Hahn, H. Belmonte u. H. Niemer, Z. Biol. 91, 491 (1931). 
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en des C. Subcutane Injektion von 2 g Glucose, sonst wie B 




































































in das FS Tier 1 Tier 2 
> Fak- BB zeit... . . - , | @& 120’ 0 | 60 
Still. P Glykogen . . 55,0 | 49,5 | 36,4 53,7 37,6 
; Aut © Ges.-K.-H.. . . 102,5 92,5 89,8 65,7 69,5 
ngs : Glyk “—y 18,6 | 16,1 

‘ : ily cogen . . . | 0,0 0 - ), 
COSen: BR Ges.-K.-H.. . . — | 10,0 | 12,7 | + 3,8 
l nach & 
Is die D. Subcutane Injektion von 3 g Glucose, sonst wie A 
ape _ Tier 1 Tier 2 
Lhier BF peit. 0’ | 60’ | 120°} 180°] 0” | 60’ | 120’ | 180° 
r Re. | Glykogen ... 48,0 | 41,0 | 33,0 | 30,2 | 44,3 | 37,6 | 29,7 | 21,3 
hemi- & Abnahme 

PGlykogen ..- | — | 7,0 | 150 | 17,8 | — 6,7 14,6 | 23,0 

fe der 
latur, & Bei der Durchsicht dieser Tabelle fallt auf, daB das Glykogen 


statt- fF im Sauerstoff regelmaBig und in betrachtlichem Umfange ab- 
einige J nimmt, und zwar schon in der ersten Versuchsstunde. Dieser Befund 
» von | steht im Gegensatz zu der Tatsache, da8 im Muskelbrei normaler 

' Meerschweinchen die Milchsiurewerte im Sauerstoff waihrend der 

ersten zwei Versuchsstunden unveridndert bleiben. Das gleiche 

| gilt fiir einen Teil der Tiere mit glykogenreicher Muskulatur, 
yestion & wiihrend ein anderer Teil derselben eine mehr oder weniger starke 
ei | aerobe Milchsiurebildung zeigt. In allen Versuchen der Tab. 1 
~ [| wurde die Milchsaiure mitbestimmt und das eben beschriebene Ver- 
20’ ' halten bestatigt; bei den Tieren mit glykogenreicher Muskulatur 
0,0 | zeigte der Muskelbrei der ersten beiden Tiere keine aerobe Milchsiure- 
| bildung, waihrend bei den tibrigen Tieren schwankende Milchsiure- 
| betrige entstanden waren. Doch war die Menge der gebildeten 
| Milchsdure nur etwa ein Drittel oder ein Viertel des verschwundenen 
| Glykogens. Die Glykogenabnahme steht also sicher in keiner un- 
| mittelbaren Beziehung zur Milchséurebildung. Sie steht auch in 
—— § keiner Beziehung zum Glykogengehalt der Muskulatur, da sie auch 


3,6 


yurden 


Sed . | bei den unvorbehandelten Meerschweinchen vollig gleichartig ver- 
OU & liuft und héchstens ihrem Umfange nach etwas geringer ist als 
55,6 [E in der glykogenreichen Muskulatur. So finden wir bei den 4 norma- 


_len Tieren der obigen Tabelle eine Glykogenabnahme von 6,4 bis 

_ £F 13,6 mg (Mittel 10,9 mg) pro 5g Muskelbrei, wihrend der ersten 
0.9 [— Zwei Versuchsstunden, dagegen bei 5 glucosegespritzten Meer- 
| schweinchen Werte von 10,7—18,6 mg (Mittel 14,8 mg) pro 5g 

' Muskulatur fiir die gleiche Versuchsdauer. 
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Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich also, daB in 
Meerschweinchenmuskelbrei in Sauerstoff eine starke Abnahme yoy 
Glykogen stattfindet, ohne da in der gleichen Zeit Milchsiure ge. 
bildet wird. Die Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate bei einigey 
der untersuchten Tiere zeigte, da dieser Erscheinung keine aquiva. 
lente Abnahme der Gesamtkohlenhydrate entspricht. Man kany 
sogar sagen, daf in den meisten Fallen die Gesamtkohlenhydrat: 
mindestens wahrend der ersten Versuchsstunde unveraindert bliebey 
(Differenzen von etwa 38mg entsprechen noch unseren Fehler. 
srenzen). Wenn in der nachfolgenden zweiten Stunde eine Ab- 
nahme eintrat, so war sie erheblich geringer als die Abnahme des 
Glykogens. Die aerobe Abnahme des Glykogens ist daher in Wirk. 
lichkeit nur eime Umwandlung desselben in niedermolekulare 
Kohlenhydrate, wobei wir allerdings auf Grund unserer Versuche 
nicht entscheiden kénnen, ob es sich hier um eine Phosphorolyse zu 
Hexosephosphorsiureestern oder um eine Hydrolyse zu Glucose 
handelt. Bei 4 Tieren der Tab. 1 wurde das Verhalten von Glykogen 
und Gesamtkohlenhydrat auch in der Anaerobiose untersucht und 
ebenfalls eine stirkere Abnahme des Glykogens als der Gesamt- 
kohlenhydrate gefunden. Die aerobe Abnahme des Glykogens ist 
aber ein charakteristischer Unterschied zwischen Meerschweinchen- 
muskulatur und Rindsmuskulatur, wie aus der nachfolgenden 
Tabelle zu ersehen ist. 

Tabelle 2 


Rindsmuskulatur, zerkleinert mit der Fleischhackmaschine, 
in Glykogen in mg Glucose/5 g Muskulatur 











Tier 1 Tier 2 Tier 3 
eee 6. ae... Ae 0’ | 60’ | 120’ 0’ | 60 
Ons s «sof BS 1968 | 14) 23,8 | 25,4 |. 26,0 27,5 | 30,4 
ee — i 1,0 — |} 40 | 4,8 — | 91 
Abnahme in 
O, i Cet sw ae De cat es + 3,3 | + 0,6 = | + 1,6 ad 2,2 + 2,9 
a — 11,8; 12,5 19,8; 19,0 - | 18, 

















Schon A. Hahn hatte die Beobachtung gemacht, daf im 
Rindsmuskelbrei der Gesamtkohlenhydratgehalt bei Digestion in 
Sauerstoff sich praktisch nicht andert; wir kénnen diese Fest- 
stellung bestitigen (die Gesamtkohlenhydratwerte sind in det 
Tabelle nicht wiedergegeben) und dahingehend erweitern, daB auch 
der Glykogengehalt unverandert bleibt und demnach, im Gegensat 
za unseren Beobachtungen am Meerschweinchenmuskelbrei, 1! 
Sauerstoff keine Glykogenolyse stattfindet. In diesem Zusammet- 
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‘hang seien die Untersuchungen von Zbigniew Augustin?) aus 
'der Parnasschen Schule erwihnt, welcher zeigen konnte, daB im 
' Herzmuskel des Ochsen sowie im Skelettmuskel des Kalbes zwei 
'clykogenabbauende Enzymsysteme vorkommen: das Hnzym der 
, Phosphorolyse, welches zur Bildung von Phosphorsiureestern des 
_ clykolytischen Abbaues fiihrt, und eine Amylase, welche das Gly- 
' kogen zu Glucose abbaut. Der Rindsskelettmuskel dagegen enthalt 
| pur das erstere und ist frei von Amylase. Die Bedeutung der Amy- 
‘jase im Skelettmuskel des Kalbes und im Herzmuskel des Ochsen 
| wire darin zu sehen, daB das Herz wahrend seiner Tatigkeit Glucose 
} yerbrennt und daher diese aus dem Glykogen mobilisieren muB; im 


Kalbsmuskel hatte die Bildung von Glucose aus Glykogen eine 


: trophische Bedeutung. 


Interessant ist die Analogie zwischen den oben erwahnten Be- 


'funden von Zbigniew Augustin und den von W. Kutscher, 
'G. Veith und W. Sarreither?’) vor einiger Zeit gemachten Beob- 
: achtungen tiber die Milchsiurebildung im Muskelbrei von Warm- 
| blitern. W. Kutscher und Mitarbeiter fanden, dab die Glykolyse 
-im Rindsmuskel gegeniiber der Zerkleinerung weitgehend unab- 
-hingig ist, wahrend sie im Kalbsmuskel und Meerschweinchen- 
' muskel durch unzweckmaBige Zerkleinerung sehr leicht geschadigt 
| wird: diese Schidigung auBert sich vor allem in einem Verschwinden 
_der Pasteurschen Reaktion, die bedingt ist durch eine Zunahme 
| der aeroben und eine Abnahme der anaeroben Milchsiurebildung. 
_In der vorliegenden Untersuchung machen wir nun die weitere 
| Beobachtung, daB im Meerschweinchenmuskel in Sauerstoff eine 
betrichtliche Glykogenolyse stattfindet, ohne daB Milchsaure ent- 
steht, wihrend im Rindsmuskel diese Erscheinung fehlt. Das 
| Fehlen der Glykogenolyse im Rindsmuskel kann als eine Folge des 
| Fehlens der Amylase betrachtet werden; das Auftreten einer 
} aeroben Glykogenolyse im Meerschweinchenmuskel wirde dann 
| fiir das Vorkommen eines diastatischen Enzyms sprechen, wie es von 
'Zbigniew Augustin im Kalbsskelettmuskel und Herzmuskel 
} nachgewlesen wurde. Vielleicht stehen beide Erscheinungen, die 
_ groBere oder geringere Empfindlichkeit der Glykolyse gegen nicht- 


schonende Zerkleinerung einerseits, und das Vorhandensein bzw. 


'das Fehlen einer Amylase andererseits in irgendeiner Beziehung 
; Zueinander. 


*) Zbigniew Augustin, Diese Z. 255, 61 (1938). 
3) Diese Z. 251, 129 (1938). 
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Die aerobe Glykogenolyse des Meerschweinchenmuskels kann, 
wie der nachfolgende Versuch zeigt, auf die Wirkung einer Amylas: 
zurickgefiihrt werden, da sie entsprechend den Beobachtungen voy 
Zbigniew Augustin durch Inosinsaure aktiviert wird. 


Tabelle 8 


Meerschweinchenmuskulatur, mit der Schere zerkleinert; 7S = Zusatz voy 
30 mg Inosinséure 





eterna 








Glykogenabnahme in 
ae 0’ 60’ 60’ 
a 24,8 20,2 4,6 
O,+I8 . ~— 16,6 8,2 
ae 7,9 16,9 
Va+IS. .. — 5,6 19,2 











Die Aktivierung der Glykogenolyse im Sauerstoff ist deutlich, 
im Vakuum dagegen nur schwach; doch bedarf diese Tatsache noch 
einer eingehenderen Priifung, und wir méchten daher aus diesem 
Versuch keine zu weit reichenden Schliisse ziehen. 

Die aerobe Glykogenolyse des Meerschweinchenmuskels laBt sich 
durch reichliche Zufitihrung von Vitamin B, wber langere oder 
kiirzere Zeit nicht beeinflussen; sie steht also mit der von Abder- 
halden aufgefundenen Beeinflussung des Kohlenhydratgehaltes 
der Muskulatur durch dieses Vitamin in keinem Zusammenhang. 
Auch das Insulin ist ohne Einflu8, was deswegen einiges Interesse 
beanspruchen darf, weil zahlreiche Beweise fir die Bedeutung 
dieses Hormons fiir die Glykogenbildung sowie fiir den Kohlen- 
hydratstoffwechsel in der Skelettmuskulatur bekannt sind. Erst 
in neuester Zeit zeigte H. A. Krebs‘), daB Insulin die Atmung von 
Muskelbrei der Taube betrachtlich steigert, wenn es zusammen mit 
Citronensiure (oder den (,-Dicarbonséuren) und einem im Herz- 
muskelkochsaft enthaltenen Faktor zugesetzt wird. Daraus kann 
geschlossen werden, daB dem Insulin bei der Oxydation der Kohlen- 
hydrate im Skelettmuskel im Rahmen der von der neuesten For- 
schung aufgezeigten Zusammenhinge eine bedeutende Rolle zu- 
kommt. Die nachfolgende Tabelle zeigt, daB das Insulin sowohl in 
kleiner Dosis wie auch in einer Dosis (Versuch 2), die das Auftreten 
hypoglykimischer Kraimpfe hervorrief, die aerobe Glykogenolyse 
weder nennenswert verstirken, noch sie aufheben kann. 





4) H. A. Krebs, KongreBber. II des XVI. intern. Physiol. Kongresses, 
Zirich 1938, S. 160. 
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Tabelle 4 


' Meerschweinchen, getétet 11/, Stunde nach subcutaner Insulininjektion; 


Muskel mit der Schere zerkleinert 














Versuch 1: 
i ‘ (| a | | Glykogenabnahme in 
Zeit ..-. 0 | 60 | 120° | 180° | 60° | 120° | 240 
are 61,4 | 47,0 | 43,6 | 37,7 14,4 | 17,8 | 23,7 
Va es | 41,4 | 29,0 | 20,4 20,0 | 32,4 | 41,0 
: Versuch 2: 
Ce 37,0 | 29,8 | a 23,8 7,2 - | 13,2 
ee - | 226 | 180 | 14,7 14,4 19,0 | 223 








AnschlieBend untersuchten wir das Verhalten der aeroben 


| Glykogenolyse des Meerschweinchenmuskels unter der Einwirkung 
; von Malonsiure bzw. der C,-Dicarbonsiiuren. In der voranstehen- 
'den Untersuchung wurde gezeigt, daB die Malonsiure die aerobe 
| Milchséurebildung erheblich verstarkt, wahrend die C,-Dicarbon- 
' siuren diese vollstaéndig aufheben, Bernsteinséure und Fumarsiure 
-allerdings nur, wenn sie gemeinsam mit der Malonsiure zugesetzt 
werden. Entsprechend diesen Befunden konnte man erwarten, daB 
‘auch die aerobe Glykogenolyse durch den Zusatz von Malonsiiure 
] baw. C,-Dicarbonséiuren beeinfluBt wird, falls es sich dabei um eine 
’ Phosphorolyse des Glykogens zu Hexosephosphorséiureestern — 
_d.h. zu Zwischenprodukten des normalen Abbaus — handelt. Der 
_diastatische Abbau zu Glucose mu8B dagegen unbeeinfluBt bleiben. 


~~” Wie man sieht, verstarkt der Zusatz von Malonsiure die Gly- 


' kogenolyse regelmiBig, wenn auch in sehr schwankendem AusmaBe. 
Der Zusatz von Bernsteinséure zum Malonsiureansatz hebt dese 
_msiitzliche Glykogenolyse vollstiéndig wieder auf; manchmal ist 
die Wirkung der Bernsteinsiure auch stirker, indem sie einen Teil 
der ,,spontanen“‘ Glykogenolyse aufhebt, wie z. B. im Versuch III 
‘und IV, doch ist diese Wirkung unsicher. Setzt man Fumarsiure 
-allein zu, so beobachtet man auch eine deutliche Hemmung der 
'.spontanen‘‘ Glykogenolyse, meistens allerdings nur in geringem 
‘Umfang. So wurde in den Versuchen II und IV durch die Fumar- 
'siure die spontane Glykogenolyse relativ wenig beeinflu8t, waihrend 
‘sie in Versuch III zu einem betrichtlichen Teil aufgehoben wurde. 


Ks fallt aber auf, daB in den meisten Versuchen der Tab. 5 der 


groBere Teil der ,,spontanen‘‘ Glykogenolyse durch den Zusatz der 
(,-Dicarbonsiuren sich nicht beeinflussen lieB, im Gegensatz zu der 
: Wirkung dieser Saéuren auf die aerobe Milchsiurebildung, welche 
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Tabelle 5 


Normale Meerschweinchen, Muskulatur mit der Schere zerkleinert 
M = Zusatz von 50 mg Malonsaure 
MB= Zusatz von 50 mg Malonséure und 100 mg Bernsteinsiiure 


Versuch I. Mittelwerte aus je 2 Parallelansaitzen 





acca 

















l 
| Glykogenabnahme in 
Ri i OBA 0 120’ | 180’ 120’ 180 
i eae 32,1 20,9 | : 11,2 
i 16,2 | 15,9 
tS ee 23,2 | 8,9 
Versuch II. F= Zusatz von 25 mg Fumarsaure 
Dicaia ss ns ak 27,7 27, 13,6 13,9 
iS rere 25,7 | 21,2 15,6 20,1 
Ue | ne 27,3 27,5 14,0 14,0 
O,+F . — 32,0 93 
Versuch III. F = Zusatz von 30 mg Fumarsiaure 
Bin a a are a 25,2 24,0 93 | 105 
ve ere 17,0 | Coe 
ae a 31,4 | 3,1 | 
O,+F 32,6 27,6 1,9 6,9 





Versuch IV. F,= Zusatz von 15 mg Fumarsaure 
F,= Zusatz von 30 mg Fumarsaure 


Bis Ss ce wo ee 20,0 | 13,6 
a er 182 | 15,4 
i ) a 10,9 
“a ee a 12,2 
"a 22.9 10,7 








regelmaBig und vollstiindig aufgehoben wurde. Auch diese at- 
sache wird wohl am besten dadurch erklart, daB die Glykogenolys: 
im zerkleinerten Meerschweinchenmuskel auf zwei Ursachen zu- 
rickgefihrt werden mu8: einen Glykogenzerfall im Sinne de 
Phosphorolyse, der in Sauerstoff nur einen kleinen Teil der tat- 
siichlich feststellbaren Glykogenolyse ausmacht, und Glykogen:- 
zerfall durch Hydrolyse wahrscheinlich durch die Wirkung eine 
diastatischen Fermentes. Der Glykogenzerfall durch Phosphoro- 
lyse wird durch Malonsiurezusatz verstirkt und durch die Cy; 
Dicarbonsiuren wieder aufgehoben, der Glykogenabbau dure 
Amylase scheint dagegen irreversibel zu sein und wird durch dies 
Zusitze nicht beeinfluBt. 

In bezug auf die Frage nach dem Mechanismus der Pasteur: 
schen Reaktion kann aus unseren Versuchen nur der SchluB gezoge! 
werden, daB die C,-Dicarbonsiuren den Zerfall des Glykogens 21 
Milchsiure aufheben, dagegen finden wir nicht einmal eine At 
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deutung dafiir, daB die durch den C,-Dicarbonsaiurezusatz verstirkte 
Atmung zu einer Neubildung von Glykogen fiihrt. Allerdings miissen 
wir einschrinkend hervorheben, da die starke spontane Glyko- 
cenolyse des Meerschweinchenmuskelbreies, die wir auf eine Hydro- 
lyse des Glykogens zuriickfiihren, sich sehr stérend bemerkbar 
macht und moéglicherweise andere Prozesse verdeckt. 


Methodisches 


I. Gewinnung des Muskelbreies. Die Meerschweinchen wurden durch 
Nackenschlag getétet, entblutet und die Muskulatur mit der Schere vom 
Knochensystem abgelést ; die erhaltenen Muskelstiicke wurden mit einer kleinen 
scharfen Schere zu einem homogenen Brei zerkleinert und in Portionen zu 
ie 5g in vorher ausgewogene groBe Reagenzglaser (200 cem Inhalt) gebracht. 

II. Anreicherung des Glykogengehalts der Muskulatur. Die Gly- 
kogenanreicherung wurde durch subcutane Glucoseinjektionen erreicht. Am 
zweckmaBigsten erwies sich folgende Arbeitsweise: zur Injektion wird eine 
12,5°/,ige Glucoselésung verwendet, von der 16 ccm (gleich 2 g) insgesamt 
injiziert wurden. Die Injektion erfolgte in zwei Portionen, die erste 24 Stunden, 
die letzte 6 Stunden vor dem Téten des Tieres. GréBere Glucosemengen sowie 
hdhere Glucosekonzentrationen anzuwenden, erwies sich als nicht giinstig, da 
sie, Wie wir feststellen konnten, aus den subcutanen Depots nicht mehr voll- 
stindig resorbiert werden. 

ITI. Ausfiihrung der Versuche. Dic cingewogene Muskulatur wurde 
in 25 cem m/25-Phosphatpuffer von py 7 suspendiert und das Reagenzglas 
mit einem durchbohrten Gummistopfen, in dem ein mit Hahn verschlieBbares 
Glasrohr steckte, verschlossen. Die Glaser wurden an der Wasserstrahlpumpe 
evakuiert, die O,-Werte anschlieBend aus einem Gasometer mit Sauerstoff 
gefiillt, alle Werte in einem Wasserbad von 25° fiir die Dauer der jeweils 
angegebenen Versuchszeit geschiittelt. Ein Wert (bei den Zeitversuchen mit 0’ 
angegeben) wurde ohne vorheriges Evakuieren bei Versuchsbeginn durch 
Zugabe von so viel heiBer Kalilauge, daB die Endkonzentration 30°/, betrug, 
abgetétet, die anderen Werte nach der jeweiligen Versuchszeit. — Die Zusiitze 
erfolgten, wie jeweils angegeben, vor dem Evakuieren und nach Neutralisation 
der einzelnen Substanzen mit der berechneten Menge NaHCoO,. 

IV. Die Bestimmung des Glykogens erfolgte nach der von B. Sjégren 
und Mitarbeiter®) angegebenen Methode. Die praktische Durchfiihrung der 
Bestimmung gestaltete sich in unserem Falle wie folgt: 

Die Versuchsansatze wurden in 30°/,iger Kalilauge, wie angegeben, bis 
zur volligen Auflésung des Gewebes (20—30 Minuten) auf dem Wasserbad 
erhitzt; zur Vermeidung von Konzentrationsinderungen waren lange Glas- 
rOhren als Luftkiihler aufgesetzt. Nach dem Abkiihlen wurde zur Ausfallung 
des Glykogens soviel Alkohol zugsetzt, daB die Konzentration desselben etwa 
52—55°/, betrug; durch Zusatz von 1 cem einer gesattigten Na,SO,-Lésung 
und durch Aufkochen wurde die Absetzung des Pricipitates beschleunigt. Die 
ausreichend gekiihlte Mischung wurde in 100-ccm-Zentrifugenglaser aus Jenaer 
Glas umgefillt, zentrifugiert und die iiberstehende Fliissigkeit dekantiert ; der 


5) Pfliigers Arch. 240, 427 (1938). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 265 












\ 





190 W. Kutscher und M. Hasenfuss, Uber die Glykogenolyse usw. 































Niederschlag wurde in wenig warmem Wasser gelést und noch zweimal jy 
der angegebenen Weise umgefallt. SchlieBlich blieb das Glykogen als weife 
Niederschlag zuriick, der noch anhaftende Alkohol wurde auf dem Wasserbad 
vertrieben. Das Glykogen wurde dann in 10 cem warmen Wassers gelost, 
die gleiche Menge 10 n-H,SO, zugefiigt und unter Capillarkiihlern eine halhe 
Stunde im kochenden Wasserbad hydrolysiert. Nach Abkiihlen wurden dy 
,.reduzierenden Nichtzucker‘‘ durch Zugabe von 10 cem einer 30°/,igen Queck. 
silbersulfatlésung in 10°/,iger H,SO, entfernt; die Fliissigkeit wurde dure, 
ein kleines Faltenfilter in einen 100 cem-MeBkolben filtriert, dreimal mit weni, 
destilliertem Wasser nachgewaschen und das Filtrat gegen Phenolrot mj 
trocknem Bariumcarbonat neutralisiert. Zur Vermeidung des Uberschaéumens 
wurde bei der sehr lange dauernden, manchmal recht stiirmisch verlaufenden 
Neutralisation ein Tropfen Octylalkohol zugefiigt, die erfolgte Neutzalisatio 
zeigte sich am Umschlagen der Farbe iiber ein helles Gelb in ein Kakaobraun an U 
Darnach wurde auf Marke aufgefiillt, umgeschiittelt und durch ein sehr dichtes 
Filter auf der Nutsche abgesaugt. Yom klaren Filtrat wurde eine aliquot 


Menge (40—50 cem) in ein grobes Reagenzglas -— wie bei der Digestion ver- 
wendet — pipettiert, mit 10n-H,SO, bis zur Blaufairbung von Kongorot 


angesiuert und zur Ausfillung des restlichen Quecksilbers Schwefelwasserstof{ 
eingeleitet. Nach 1—2stiindiger Durchliiftung wurde vom ausgefallenen Queck- 
silbersulfid quantitativ in einen 100 cem-MeBkolben abfiltriert, mit n-NaOH 
vegen Phenolrot alkalisiert und bis zur Marke aufgefillt. 5 cem dieser Fliissig- 
keit dienten jeweils zur Zuckerbestimmung. — Die Zuckerbestimmung erfolgte, 
wie bei Sjégren und Mitarbeiter, nach Shaffer und Somogyi®), nur daf 
wir entsprechend den kleineren Glucosemengen das von Somogyi fiir Mengen 
von 0,01—0,5 mg, bzw. von 0,5—1.0 mg Glucose angegebene Kupferreagens ‘) 
verwendeten. Alle Bestimmungen wurden als Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 

V. Die Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate eifolgte nach Lesse: 
in der von A. Hahn’) ausgearbeiteten Modifikation: 

Nach Beendigung des Schiitteln wurden die Ansatze in den Reagenz- 
alasern mit 15 ecm 7°/,iger HCl (bis zur Endkonzentration von 2,2°/,) versetzt 
und mit Capillarkiihlern 3 Stunden im kochenden Wasserbad bis zum Zerfallen 
der Muskulatur unter 6fterem Umschiitteln hydrolysiert. Nach Abkiihlen 
wurde das Gemisch quantitativ in einen 250 cem-MeBkolben gespiilt, mit 
30°/,iger NaOH gegen Phenolphthalein neutralisiert, mit 10°/,iger Essigsiure 
abgestumpft und nach Zugabe vom Mercuriacetat (20 cem einer frisch be- 
reiteten Lésung von 45 g Mercuriacetat in 100 cem Wasser) zur Enteiweibung 
24 Stunden im Ejisschrank stehen gelassen. Dann wurde bis zur Marke aut- 
vefiillt, abgenutscht, das Hg mit H.S gefallt, entliiftet und der Niederschlag 
abfiltriert. 20 cem des Filtrats wurden in einem 50 cem-MeBkolben mit NaOH 
gegen Phenolrot neutralisiert, bis zur Marke aufgefiillt und 5 cem davon zur 
Zuckerbestimmung, wie oben, benutzt. 


6) Shaffer u. Somogyi, J. of Biol. Chem. 100, 695 (1938). 
7) Somogyi, J. of Biol. Chem. 117, 771 (1937). 
8) A. Hahn. Physiol.-chemische Arbeitsmethoden, 8. 43 (1930). 





